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RESUREN

Las c61ulas del epitelio duodenal, son el principal sitio de absorci6n de

hierro (Fe) dietario. El proceso de captaci6n de Fe por estas c6lulas es regulado por la

concentraci6n  intracelular  de  Fe  y  por  el  contenido  de  Fe  reactivo.  Existen  dos

•mecanismos  reconocidos  de  captaci6n  de  Fe  por  estas  c6lulas.  La  endocitosis  de

transferrina-Fe  mediada  por  el  receptor  para  transferrina  presente  en  la  membrana

basolateral y ]a captaci6n de Fe por el transportador DMTl en ia membrana apical.   En

la Hemocromatosis  hereditaria (EH),  enfemedad  autos6mica recesiva  que  afecta  al

metabolismo del hierro y que se caracteriza por una absorci6n intestinal aunentada de

Fe, se produce rna progresiva sobrecarga de hierro en diferentes 6r.ganos y tejidos. El

mecanismo fisiol6gico por el curl IIfE, proteina producto del gen normal de la H,

regula la absorci6n de Fe es adn poco conocido. Con la hip6tesis que la proteina ITE

si]vestre regula  la  absorci6n  intestinal  de Fe,  en  este  trabajo  hemos  caracterizado  el

efecto de la sobrexpresi6n de la proteina IHE en c61ulas tipo epitelio intestinal Caco-2.

Encontramos  que  el  efecto  primario  de  ]a  sobrexpresi6n  de  IIFE  es  rna  marcada

reducci6n  en  la  captaci6n  apical  de  Fe,  a  pesar  de  un  sistema  regulatorio  de  Fe

(IRP/mE)  activo  y un  aumento  de 4 veces  en la masa  del  transportador de metales

divalentes DMT1., La sobrexpresi6n de IHE-H63D no indujo ringuno de los resultados

anteriores.  Hemos  demostrado  ademas,  que  e]  transportador  DMTl  es  el  principal

trausportador  apical  de  Fe  y   que  tambien  participa  en  el  transporte  de  Cu.   La

sobrexpresi6n de wtlHE produjo un canbf o en la disdibuci6n tanto de ]a proteina IIfE



como del transportador DMI'1. La expresi6n de wtllFE en la membrana apical podria

ser explicada por un mecanismo de transitosis. El cambio en la distribuci6n de DMT1,

no explica por si solo los hallazgos encontrados en la hemocromatosis, ya que en la

membrana apical el transportador DMI'l no desaparece. Por otra pafte, la protefna IIfE

mutada en H63D pierde su capacidad de regular negativamente la actividad de DMrl.

Puesto que la proteina mutada de IIFE (C282Y) no llega a la membrana plasmatica, el

efecto inhibitorio sobre la absorci6n de Fe estaria perdido en la IH.  Considerando el

efecto inhibitorio  de  la proteina IIFE  sobre  la  captaci6n  de  Fe  demostrado  aqul,  se

podria explicar la absorci6n aumentada de Fe en la IH[ en do-ride la funci6n normal de

la protefna IIFE con la mutaci6n H63D se ba perdido. Mds importantemente, sugerimos

que la presencia de wllHE en la membrana apical de las celulas controles permitiria rna

interacci6n directa entre wiREE y DMI`1 y podria producir asf, la regulaci6n sobre la

actividad de DNI1.



ABSTRACT

hon Q]e) absorption occurs principally in the duodenal epithelial cells.  The Fe

uptake is a higbly regulated process by both intracellular Fe concentration and the labile

iron  pool.  There  are  two  Fe  uptake  mechanisms  in  the  intestinal  epithelial  cells.

Transferrin-Fe  endocytosis  mediated  by  the  transferrin  receptor  in  the  basolateral

membrane  and Fe  uptake  mediated  by  DMrl  in  the  apical  membrane.  Hereditary

hemochromatosis (HI) is a common autosomal recessive disorder of iron metabolism

characterized by increased intestinal  iron absorption,  which leads to progressive iron

overload. The physiological mechahisms by which HFE, the nomal product of the IH

gene regulates intestinal iron absorption are unlmowlL under the hypothesis that IIFE

regulates intestinal iron absorption. We characterized the effect of llFE overexpression

on apical .iron uptake in intestinal epitheHal Caco-2 cells.   We found that the primary

effect of IIfE overexpression was a marked reduction of apical iron uptake, despite a

wondng IRE/RP system and a four-fold increase in the mass of the iron transporter

DMT1.   IHE-H63D   overexpression   does   not   induce   any   of  these   results.   We

demonstrated that DMrl is the main apical Fe transporter and that participated actively

in apical Cu transport. IHE overexpression produced a change in the distribution of both

IIFE and DMrl. The presence of wllIfE in the apical membrane could be explained by

a  trauscytosis   process.   However,  DMTl   re-distribution   is  not   the   cause   of  the

diminished apical iron uptake activity, and other mechanisms will have to be invoked to

explain the marked decrease in apical iron uptake activity observed in IIFE cells.  The



H63D mutation produced a protein lacking its nomal capacity to negatively regulate

DMI.I  activity.  Since IRE-C282Y cannot reach the surface cell, this inhibitory effect

over Fe uptake would be lost in IHI. The inhibitory effect of lIfE on apical iron uptake

reported here provides an explanation for the increased absorption of iron observed in

IHI, where the normal function of llFE-H63D is lost. More importantly, we suggest that

the presence of IIfE in the apical membrane of control cens would allow for a direct

interaction between,. IIfE and DMrl and could cause the DMI'1 activity regulation by

HFE.                                                                       '



1. II`ITRODUCCION

El  hierro  (Fe),  es  cousiderado  el  elemento  traza  mfs  importante  para  la  vida.

Participa  en  procesos  como  transporfe  y  almacenaniento  de  oxigeno,  fosforilaci6n

oxidativa,  metabolismo  de  neurotrausmisores  y  sintesis  del  DNA.  El  70%  del  Fe

inorginico se encuentra en la hemoglobina y como Fe de dep6sito en foma de fintina

an) o hemosiderina en el sistema reticuloendotelial y c61ulas` del par5nquima hepftico.

Tambi6n, se encuentra en compartinentos cuantitativanente menores, como el Fe presente

en miotlobina, Tf y en diversos sistemas enzimaticos quACG,  1979).  En condiciones

normales, las c61ulas obtienen su Fe desde Tf mediante endocitosis mediada por el receptor

para Transferrina QTD (disen and BrowlL  1980; Weinberg,  1989).  Sin embargo, bajo

ciertas  circunstancias,  1as  celulas  pueden  incorporar  Fe  directamente  desde  el  medio

extemo,  en  forma independiente  de transferrina,  a traves  de  la  membrana  plasmatica

(Morgan, 1988). Esta incoxporaci6n es mediada por un transportador de membrana (Ndfiez

et al., 1992), el curl esfa presente hasta el estadio de reticulocito durante el desarrollo del

g16bulo rojo.

Regulaci6n de los Nindes de Fe Celular.

La  regulaci6n  del  metabolismo  intracelular  de  Fe  se  realiza  a. nivel  post-

transcripcional por las proteinas citoplasmaticas Rpl e IRP2 (Iron Regulatory Proteins)
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(Halle  et  al.,  1992a;  Emery-Goodman  et  al.,  1993;  Theil,  E.  1993;  Dix  et  al.,  1993;

Mascotti et al., 1995); RE-BP (hon Responsive Element Binding Protein) (Haile et al.,

1989; Eisenstein et al., 1993); P90 (Walden et al., 1989) 6 RF (Iron Regulatory Factor)

(Mullner et al., 1989). Ambas RP regular la expresi6n post-trauscripcional de proteinas

involucradas en la homeostasis y utilizaci6n de Fe (Guo et al., 1995a). RP es codificada

por un gen ubicado en el cromosoma 9 humano, al igual  que el gen de la aconitasa

mitocondrial @einer and Kermedy, 1993). mpl presenta rna movilidad relativa de 98

kDa (Walden et al., 1989) y en su estructura cuatro domirios, de los cuales los dominios

1  al 3  se unen al dominio 4 por una uni6n tipo bisagra.  Contiene adeinds, un ndcleo

sdlfuro-hierro 4Fe4S  entre los dominios  1-3  y 4  en equilibrio con un ordenamiento

3Fe-4S  (Leibold  and  Guo,  1992;  Rounult  et  al.,  1992).  Ademas,  presenta  rna  gran

homologia estructural con la aconitasa mitocondrial Qoult et al., 1991). Rpl pdsee

actividad de union a ARNm reversiblemente regulada por la concentraci6n intracelular de

Fe. A menor Fe intemo mayor actividad de uni6n a ARNm y viceversa (Samaniego et al.,

1994). El cambio en la actividad de IRP1, se realiza sin rna variaci6n en la expresi6n de ]a

proteina ITang et al., 1992).

El ndcleo sthfuro-hierro confrere a la RP rna doble funci6n dependiendo de la

concentraci6n intracelular de Fe. En condiciones de alta concentracich de Fe intracelular,

la IRP presenta un ndcleo  sulfuro-fenoso con rna conformaci6n 4Fe4S, y la protofna

presenta rna actividad enzimatica tipo aconitasa. Por el contrario, en bajo Fe intracelular,

el  ndcleo  sulfuro-ferroso  se  discoia  generando  apo-RP,  con  capacidad  de  realizar
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interacci6n proteina-ARNm, uni6ndose especfficamente a rna secuencia de 28 nucle6tidos

no codificantes de los ARNm de las proteinas involucradas en el metal)olismo del Fe. Esta

secuencia nucleotidica se ha denomirmdo RE (Iron-Responsive Element) (Halle  et al.,

1989; Roult et al., 1989a y 1989b) y presenta una estructura secundaria tipo horquilla,

con un tronco de  11  pares de bases con rna C no apareada en 5`, y un loop de  seis

nucle6tidos, cuya secuencia de consenso corresponde a CAGUGM (Ihile et al.,  1989;

hfascotti ct al., 1995). La uni6n RP-RE es una interacci6n de alta afinidad QL > 20 pD\O

Qlalle ct al.,  1989). Al unirse la RP a un RE ubicado en la real6n 5' no codificante del

ARNin de la ferritina y/o de la 5-amino-levulinico sintetasa eritroide, se inhibe la union del

complejo de pro-rfuciaci6n traduccional 43S, inpidiendo su movimiento hacia el cod6n de

inicio (Gray and Hentze, 1994; Goossen et al., 1990), lo que reprime la traducci6n de estas

proteinas involucradas en el almacenaje y utilizaci6n de Fe respectivamente. Sin embargo,

la captaci6n de Fe es amplianente regulada por 5  copias de REs que se ubican en la

red6n 3' no codificante del ARNm del RTf (Leibold and Guo,  1992; Ktihn and Hentze,

1992; Haile et al.,  1992a), la uni6n de la IRP a estos REs estabiliza el ARNm del RTf,

aumentando su expresi6n (Casey et al.,1989).

Henderson y colaboradores ( 1993) demostraron la existencia de RP2 (105 kDa),

•proteina  que  tambi6n  presenta  actividad  de  uni6n  a  ARNm  en  roedores,  que  se

diferencia de mp1, por presentar una inserci6n de 79 aminofcidos en el dominio 1 que no

se encuentra en RP1 (Samahiego et al., 1994). RP2 no presenta el ndcleo sulfuro-ferroso

y su actividad de uni6i a REs no es regulada por la concentraci6n intracelular de Fe. Sin



embargo,  cuando  la  cuncentraci6n  de  Fe  intemo  aunenta  la  proteina  es  degradada.

Adicionalmente, mp2 no presenta actividad tipo aconitasa y su actividad de union a IRE

es menos sensible a inhibici6n por N-etil maleimida (Nm¢ (Guo et al., 1995b; Kin et al.,

1995)-

RJegulaci6ndelaabsorci6niutestirmlydelosidrelescoTpoTalesdeFe

Las  c6lulas  intestinales regular la absorci6n de Fe segrfu lag necesidades  del

orgahismo:  altos  niveles  corporales  de Fe bloquean y bajos  niveles  incrementan  su

absorci6n intestinal. Nuestro laboratorio ha determinado dos sitios de regulaci6n en el

proceso  de  absorci6n  de  Fe  intestinal:   1)  regulaci6n  en  la  etapa  de  incorporaci6n

(captaci6n) y 2) regulaci6n en la etapa de transferencia al medio basolateral (transporte).

La forma en que las c€lulas intestinales detectan los niveles de Fe, es acumulindolo

mediante endocitosis basolateral de Tf plasmatica. Asi por ejemplo; se puede visualizar

la siguiente secuencia: alto nivel de Fe corporal, mayor saturaci6n de la Tf, interacci6n

Tf-c6lula y mayor acumulaci6n de Fe  en la c6lula epitelial.  Lo anterior produce por

mecanismos no conocidos rna menor absorci6n de Fe desde el lumen del intestino y una

menor transferencia desde la c5lula hacia la circulaci6n (Tapia et al.,1996; Nifeez et al.,

1996). El ciclo RTf-Tf en estas c51ulas, no esfa involucrado en la captaci6n de Fe en la

membrana apieal, ya que el RTf se encuentra ausente en esta membrana (Levine and

Seligman,   1984;  Pameley  et  al.,   1985),  sin  embargo,  el  RTf  ba  sido  localizado

especfficamente en la membrana basolateral del enterocito q3aneg.ee et al.,  1986),  en

donde facilita la entrada de Fe a la c6lula desde el plasma por endocitosis (NIfiez et al.,



1996). Ademds, debe considerarse, que aunque en estudios preliminares la Tf habfa sido

descrita en las c6lulas del duodeno ¢Iuebers et al.,  1983), analisis moleculares no ham

detectado el ARNm para ella, lo que excluye un origen end6geno para la Tf q'ietraagelo

et al., 1992; Peters et al., 1988), por lo que seria importada desde el plasma a trav6s del

ciclo RTf-Tf.

Los niveles de Fe corporal son regulados por la absorci6n intestinal Grown et

al.,  1958; Flanagan,  1989).  Debe entonces existir un mecanismo  de infomaci6n que

comunique el estado de repleci6n de Fe corporal al 'intestino, as£, la c6lula intestinal

debe "sentir" los dep6sitos de Fe corporal y sobre la base de tat informaci6n procesar el

Fe  dietario  para  la  absorci6n  (Wright  et  al.,  1989;  Wien  and  Van-Campem,  1991),

siendo  por  lo  tanto,  1os  dep6sitos  de  Fe  corporal,  la  eritropoyesis  y  la  anemia  los

principales factores que influencian la cantidad de Fe tomado por el enterocito desde la

dieta Qlughes et al., 1992). Dos importantes cambios ocurren durante el procesamiento

mucosal de Fe que acompafian a la disminuci6n de los  dep6sitos  de Fe  corporal,  el

primero  es un aumento en la captaci6n de Fe por el  enterocito y el  segundo  es  rna

disminuci6n radical de la incolporaci6n de Fe en la ferritina mucosal. Estos dos cambios

aumentarian el comparrfuento intercambial]le de Fe en la c51ula mucosal y facilitarian

la transferencia de una mayor fracci6n de Fe dietario al plasma (Topham et al.,  1992).

Estos antecedentes hen sido cousistentes con la hip6tesis que rna disminuci6n de corta

duraci6n  del  Fe  produce  un  efecto  estimulante  sobre  el  procesamiento .de  Fe  en  la

mucosa, equivalente al observado en aninales con deficiencia de Fe severa, por 1o que
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un ajuste en la captaci6n de Fe por la membrana luminal ocurre extremadanente fapido

en respuesta a canbios en el conterido de Fe de la. dicta (Topham et al.,  1992). Estos

antecedentes  ham  pemitido  sugerir  que  el  contehido  de  Fe  dietario  previo  regula

subsecuentes absorciones del metal qalrweather-Taft and Wright, 1984), y sostienen la

hip6tesis que existe un marcado efecto local de la exposici6n diaria a Fe, sugiri6ndose

que  la  regulaci6n  puede  ser ejercida  principalmente  a trav6s  de  la  supresi6n  de  la

captaci6n por la mucosa.

Fase de Captacii6n y de Tra:risif erencia

La etapa regulada en la captaci6n de Fe es su pasaje a trav5s del epitelio intestind

qlanagan, 1989). Este paso transcelular es regulado inversanente por los depdsitos de Fe

intracelular.  Esta  regulaci6n  se  demostr6  en  vesiculas  del  borde  en  ribete  de  C5lulas

intestinales  deficientes  en  Fe,  las  que  presentaron  rna  captaci6n  de  Fe  aunentada

(Simpson et al., 1985). Nosotros hemos estudiado el efecto de los niveles inhacelulares de

Fe sobre la velocidad de captaci6n de Fe desde el medio apical. La velocidad de captaci6n

disminuye  cuando  la  concentraci6n  intracelular  de  Fe  aumenta  hasta  02  mM.  Una

concentraci6n mayor a 0,2 mM no produce rna mayor disminuci6n de la captaci6n de Fe.

Por lo tanto, rna .mayor fracci6n de esta capacidad de captaci6n de Fe (~70%) se encuentra

regulada  por  el  contenido  de  Fe  de  la  celula,  mientras  que  un  menor  porcentaje  es

insensible a regulaci6n. Claranente, el mecanismo por el cual la celula regula la captaci6n

de  Fe,  esta bajo  el  control  de  la  concentraci6n  intracelular  de  Fe,  el  cual  puede  ser

correlacionado con los niveles de Fn y con rna disminuci6n en la actividad de la mp1.
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Estas  respuestas  coordinadas  sugreren  que  la  absorci6n  de  Fe  y  ]a  actividad  IRP  se

encuentran bajo el control de un regulador comin sensible a Fe, que opera en c6lulas con

rna concentraci6n intracelular menor de 200 prM de Fe (Tapia et al.,  1996; Anedondo et

al.' 1997).

EI RTf es un miembro de los receptores de la superficie celular que se encuentran

constitutivamenterecubiertosyquesonrapidamenteintemali2ados(Collawnetal.,1990).

La estructura primaria del  RTf ha  sido  deducida a partir del  CDNA y  consta de  dos

suburidades  identicas  de  95  kDa  covalentemente  unidas  por  dos  puentes  disulfuros.

Girones y colaboradoles (1991), idendficaron un subdominio de intemalizaci6n froofonal

de aproximadamente 20 aminoacidos presente en el extremo amino-tenninal del receptor.

Esta regi6n sen'a suficiente y necesaria pap pemitir rna endocitosis efectiva, eficiente y

fapidadelRTfyquelasefialdeintemalizaci6nYTRF(Collawnetal.,1990)porsfsola,no

sen'asuficienteparadeterminarlaendocitosisdelRTf.Complementarianente,sedemosfro

que la tirosina 20 (en el dominio intracelular) tendri'a un col directo en la endocitosis del

complejoRTf-Tf,formandopatedeldominiodereconocimientoquepennitin'aelproceso

de endocitosis (Alvarez et al., 1990). Por lo tanto, Ia posici6n relativa de la sefial en el tallo

citoplasmatico, es rna caracten'stica critica que distinguin'a sefiales de blanco lisosomal de

sefiales de intemalizaci6n (White et al., 1998).

En condiciones normales, las c6lulas de los vertebrados obtienen su Fe mediante

endocitosis  del  complejo  RTf-Tf-Fe  (Weinberg,  1989;  Crichton  and  Ward,  1991).  La



secuencia de  este proceso  es:  a) union  del  complejo RTf -  Tf-Fe  a  su receptor en  la

membrana celular, b) intenializaci6n del  complejo RTF-Tf-Fe mediante endocitosis,  c)

acidificaci6n  de  la  vesicula  endocitica  ®H  6,0-62)  mediado  por  un  H+-ATpasa  y

labilizaci6n del Fe'3 de la Tf  Por otro lado, el RTf asociado a apoTf es reciclado a la

superficie celular, donde a pH neutro la afinidad del RTf por apoTf es baja, por lo que la

apoTf es libernda a la circulaci6n @e Silva et al., 1996), d) reducci6n del Fe+3 a Fe+2 por

rna reductasa dependiente de ascorbato, y e) transporte membranoso del Fe+2 y paso de

6ste al citosol Orrifiez et al.,  1990).  Desde este lugar, el hierro es trausportado hacia ]a

mitocondria o` es almacenado en la feritina.  Las c6lulas intestinales tienen abundantes RTf

en la membrana basolateral.  Nuestro  laboratorio  demustr6,  que las  c6lulas intestina|es

adquieren considerables cantidades de Fe por medio de endocttosis basolateral de Tf y

postulanos que este proceso seria pane del mecahismo por el curl, la c5lula del epitelio

intestinalseusarialaconcentraci6nplasmaticadeFeQlffiezetal.,1996).

TTanxpoTtalor de Melales Divalentes 1 a}MT1).

El transports de hierro desde el lunen intestinal hacia el enterceito es el punto de

mayor  regulaci6n   de   la  absorci6n  intestinal.   Este  transporte  es  mediado   por   el

transportador  de  metales  divalentes  DMrl   (Gunshin  et  al.,   1997).  La  secuencia

nucleotidica de DMTl  predice una proteina de 561  amjnoacidos, con doce segmentos

putativos de transmembrana y con los extremos amino y carboxjlo terminal  ubicados

hacia el citoplasma.  La proteina se expresa uhicuamente, principalmenfe en duodeno,

rifron (Gunshin et al.,1997). Es probable que su funci6n transportadora de Fe se }leve a
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cabo en una gran variedad de tejidos, ya que se ha demostrado que el gen se encuentra

ampliamente expresado, en el tracto gastrointestinal (Trinder et al., 2000), hipocanpo,

corteza y cerebelo (Williams et al., 2000), cerebro (Burdo et al., 2001), rifron ¢erguson

et al., 2001;  Tchemitchko  et al.,  2002), m6dula 6sea e higado  (Gunshin et al.,  1997;

Trinder et al.,  2000).  Ia forma dominante de DMI.1  expresado  en el  duodeno es  la

forma DMI.1-RE (Oates et al., 2000).

En el duodeno de animales deficientes en Fe, la expresi6n de DMI'I  aumenta

varia veces,  rna indicaci6n  que DMrl  es regulado  por los  niveles  intracelulares  de

hierro  (Griffiths  et  al.,  2001).    Dos  ARNm  para  DMI-1   se  generan  por  empalme

alternativo, uno con un motivo RE en la regivn 3 ' no traducida @MT1-IRE) y otro sin

motivo IRE @MTl  no RE) (Lee et al.,  1998; Canome-Hergang 2001; Cazzol.a and

Skoda, 2000). Esto resulta en la activaci6n de la expresi6n de DMI`l-IRE por el sistema

IRP/IRE y un aumento en la captaci6n apical de hielro a bajos niveles celulares de hierro

y  en una actividad basal  de  transporte  independiente  de  la concentraci6n  celular  de

hierro dado por DMTl  sin RE. DMTl  fue caracterizado electrofisiol6gicamente y se

describi6  como  un  transporiador  que  realiza  transporte  activo  acoplado  a  proton  y

depende del potencial de membrana de la celula para su funci6n. En estas condiciones, el

transportador presenta un amplio rango de sustratos,  entre los que  se encuenfro Fe2+,

cu2+, zn2+, NI2+,  co2+,  cd2t, Ni2+, y Pb2+ (Gushin et al.,  1997).  DMI.1  se  localiza

ademas, en endosomas tardios y lisosomas Fleming et al., 1998; Gruenheid et al.,  1999;

Andrews  et  al.,  1999),  donde  DMrl  transferiria  el Fe+2  libre  desde  el  endosoma  al
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citoplasma,  durante  el  ciclo  intracelular  de  la  transferrina  (Gruenheid  et  al.,   1999;

Tabushi et al., 2000). Una mutaci6n sin sentido, Gl 85R, genera un transportador DMrl

que es deficiente en el transporte de hierro a]leming et al., 1998).

La  expresi6n  de  DMrl  es  estimulada  por  una  dicta  deficiente  en  hierro  y

representa un mediador clave  de la absorci6n de  hierro intestinal.  DMTl  adem5s  de

localizarse  en  la  membrana  apical  de  las  celulas  de  epitelio  intestinal,  tanbi6n  se

encuentra localizado en endosomas tardf os y lisosomas,  donde podria trausferir el Fe

libre del endosoma al citoplasma durante el ciclo intracelular del RTf-Tf (Gruenheid et

al., 1999; Tabushi et al., 2000; Fleming et al., 1998).

Heuncrorruhods Hered}1aria y  pTote[rue HFE.

La Hemocromatosis Hereditaria (IHD es rna enfermedad autos6mica recesiva,

ligada  al  sistema  mayor  de  histocompatihilidad  ¢ELA)  clase  I  y  es  uno  de  los

desordenes gerfeticos mds comunes en el hombre (1 a 2 individuos de 400 presentan la

patologfa) (Feder et al.,  1996). Su incidencia es mayor que la sanatoria de la fibrosis

quistica, fenilcetonuria y distrofia muscular (Parkkila et al.,  1997a).   Se caracteriza por

rna falla en la regulaci6n de la absoroi6n de Fe, un aunento en la saturaci6n de la Tf y

un progresivo dep6sito de Fe en las celulas parenquimales de algunos 6rganos (Santos

etal.,1996;FelittiandBeutler,1999)ytoxicidadcelular(FlemingandSly,2002).

La btisqueda del gen 6 los genes involucrados en esta patologi'a se prolong6 por
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muchos afros, incluyendo rna posible relaci6n en ]a expresi6n anormal de Fn y del RTf

que implicasen rna mayor retenci6n y/6 captaci6n del Fe de la dicta en los individuos

afectados  (Zheng   et  al,  1994).  Feder y  colaboradores  (1996),  identificaron  un  gen

candidato que codifica la proteina IIfE, en el brazo corto del cromosoma 6, que estaria

involucrado en el desarrollo de la IHI.  Soxprendentemente, este gen no codifica para

rna protelna con caracteristicas de transportador de metales, sino una proteina del tipo

ELA clase I.  La regi6n promotora del gen de IIfE contiene secuencias hom61ogas a

algunos  elementos  regulatorios  cr.S,  inclnyendo  GATA,  NF-IL6,  AP1,  AP2,  CREB,

PEA3, y-mE, GFI1, ENF-3P y HFH2 (Sinchez et al.,1998; Flendng and Sly, 2002). I,a

expresi6n de IIFE en cultivos celulares no es inducida en respuesta a algunas citoquinas

(Salter-Cit et al.,  1999) y no se ha descrito regulaci6n transcripcional por metales en

este gen (Fleming and Sly, 2002)

Los seis primeros exones del  gen de RTE codifican para:  p6ptido sefial  de 22

aminoacidos, ties domjnios extracelulares (dominios erl,, or2 y Of ) desde el aminoacido

23  al  293,  domino  de  transmembrana  (residuos  294-316)  y  un  pequefio  domjrio

citoplasmatico (anino5cidos 317-343) @arkkila et al., 1997b), codificando rna proteina

de 343 aminoacidos.   Presenta un puente disulfuro entre los dominios Q2 y ci3, que es

clave  en la funci6n de  la proteina, ya que la proteina REE interactha en el reticulo

endoplasmjco con la chaperona P2-microglobulina (P2htry a trav6s del dominio or3. Esta

interacci6n es  necesaria para  la destinacj6n de IHE  a  la membrana plasmatica y  se

pierde cuando este enlace esfa ausente qebron et al.,  1998).   Estudios cristalograficos
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ban demostrados que los dominios orl y ex2 forman un superdominio que inclnye dos a-

helices antiparalelas, aunque la hendidura formada por estas a-helices es analoga al sitio

de union de p6ptidos en las mol€culas HLA  clase I,  se ha demostrado  que REF no

realiza actividad funcional de uni6n de p€ptidos antig6njcos (Lebron et al., 1998).

Feder y  colaboradores  (1996),  describieron  la prinera mutaci6n en  este  gen

ancestral, la cual corresponde a un simple cambio de base en el ex6n 4 del gen de IIfE.

Esta mutaci6n coITesponde a la trausici6ri de rna G por A en el nucle6tido  845  del

marco de lectura abierto, lo que resulta en la sustituci6n de rna cisteina por rna tirosina

en el aminoacido 282 (C282Y) de su secuencia aminoacidica. El 85% de los pacientes

con  RE  son  homocigotos  en  esta  mutaci6n  e  involucra  a  un  residuo  altamente

couservado que participa en un puente disdifuro intramolecular, que rompe la estructura

yfunci6ndelaproteina.LahomologiaentrermEylasmol5culasELAclase1,pemiti6

hacer la predicci6n que REF se encontraba fisicamente asociada con P2M.  IRE-C282Y

pierde la capacidad de interacflrar con la proteina P2M y altera el procesaniento y el

tratTico intracelular de la prcteina IHE y rna produce una expresi6n disminulda en la

superficie  celular  (Wcheed  et  al.,   1997).  La  formaci6n  de  este  complejo  ha  sido

demostrada tanto en duodeno humano (Waheed et al.,  1999), placenta ¢arkkila et al.,

1997a), como en celulas de cultivo (Feder et al.,  1997; Gross et al.,  1998). En cultivos

celulares, se demostr6 que la mayor parte de la proteina IHE-C282Y es retenida en el

reticulo endoplasmico y compartinentos mediales del aparato de Golgi. L.a proteina no

alcanza a  completar su procesamiento  en  el  aparato  de Golgi  tardio  y es  degradada
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rdpidamente (Feder et al.,  1997; Waheed et al.,  1997). Los pacientes con Inl presentan

una reducida expresi6n en la superficie celular de la proteina mutante C282Y (Parkkila

et al., 2000), lo que confirm6 que la asociaci6n emre rmE y P2M es necesaria para su

expresi6n en la membrana celular y su interacci6n con el RTf.  El significado funcional

de la interacci6n entre la P2M y la proteina IRE fue estudiado en ratones deficientes en

P2M (P2m -/-) (Santos et al.,  1996; Levy et al., 1999) y en ratones knock-out para IIfE

(Zhou et al., 1998), los que presentaron rna sobrecarga de Fe similar a la observada en

los pacientes con H.

Una segunda mutaci6n en importancia y mss comdn que la mutaci6n C282Y  err

la proteina FEE corresponde al cambio de la C 187 por G en el segundo ex6n, lo que

resulta  qu  la  sustrfuci6n  de  rna histidina por  un  acido  aspfrtico  en  la posici6n  63

(H63D) de la secuencia aminoacidica, que corresponde al dominio exl. Esta mutaci6n

H63D permitiria la formaci6n de un puente salino con un aminofcido del domirio er2 de

HE, debilitando de esta forma la interacci6n con el RTf y explican'a su efecto sobre el

metabolismo del Fe (Waheed et al.,  1997; Fleming and Sly, 2002). A diferencia de la

proteina  HFE-C260Y,   ITE-H63D  es  destinada  normalmente  hacia  la  membrana

plasmatica.  La mutaci6n H63D se encuentra en un 15 a 40% de la poblaci6n caucdsica,

sin embargo, su presencia como homocigoto es muy baja. Ocho de nueve pacientes con

RE que son heterocigotos de C282Y tienen la mutaci6n H63D en el otro alelo a3eutler,

1998).  El  riesgo  de  sobrecarga  de Fe  producido  en el  heterocigoto  C282YAI63D  es

aproximadamente 200 veces menor que cunndo se encuentra el homocigoto C282Y.
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Se ham descrito otras mutaciones asociadas a la proteina IHE ademds de C282Y

y H63D en pacientes con sobrecarga de Fe.  Estas mutaciones incluyen S65C, G93R,

1105T q3arton et al.,  1999; Mura et al.,  1999). De estas mutaciones,  S65C es la mss

comdn (7,8% de la poblaci6n con un fenotipo IH, pero sin las mutaciones H63D ni

C282Y). Las mutaciones  G93R y 1105T se localizan en el dominio G1. En adici6n a

estas mutaciones, se ham descrito dos mutaciones que implican un  cambio en el marco

de  lectura  Q'160AC  y  V68AT)  Q'ointon  et  al.,  2000),  dos  mutaciones  sin  sentido

¢ipemo et al., 2000) y rna mutaci6n en el sitio de splicing (Wallace et al., 1999).

La relaci6n establecida entre la proteina IIFE y el metabolismo del Fe foe dada

por la observaci6n que ITE foma un compledo con el RTf @ermett et al., 2000}.  La

formaci6n de este complejo resulta en rna dismjnuci6n en la union de la trausferrina al

RTf (Lebron et al.,1998; Feder et al.,1998). IIfE se one al RTf con rna afhidad similar

que  la  Tf,  compitiendo  con  ella  por  el  sitio  de  uni6n  (Roy  and  Emus,  2000).  La

estequiometria  del  complejo  HFE-RTf,  aun  no  esfa  completanente  clarificada,  sin

embargo, estudios de interacci6n entre IHE y RTf en celulas transfectadas y en soluci6n

sugieren  una  estequiometria  de  1:2  (rna mol5cula  de  FEE  por  dimero  de  RTD.  Sin

embargo,  la  estructura  cristalina indica  que  rna  estequiometria  de  2:2  es  posible  en

condiciones de altas concentraciones de FEE @oy and Erms, 2000).   La formaci6n de

este  complejo  entre  FEE  y  el  RTf produce  una  disminuci6n  en  la  captaci6n  de  Fe

dependiente  de Tf.    Sin  embargo, ya que  la constante de  disociaci6n de la Tf por el

complejo ITE-RTf es del orden nanomolar (2 -5 rfu¢ (Lebron et al., 1998; Feder et al.,
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1998) y la concentraci6n de Tf plasmatica es de aproximadamente 35 prM, se asegura rna

completa saturaci6n del RTf, ate en presencia de IPE. Sin embargo, esta disminuci6n de

la afinidad de RTf por Tf no explica la aumentada absorcidn fntesthal de Fe observada en

la IH.

HFE y Tf podrian unirse simultaneamente con el RTf (Lebron and Bjorkman,

1999a) y competiri'an por su uni6n al RTf. Para que esto suceda, se requiere la formaci6n

de un complejo temario qlfE:RTf:TfFe = 1:2:1) en donde REE se unin'a a un de las

cadenas polipeptidicas del homodimero del RTf y la Tf-Fe  se uniria a la otra  cadena

polipeptidica del RTf. Aunque en presencia de altas concentraciones de FEE, se podia

fomar el complejo temario  2:2:2  Qoy  and Enns,  2000).  La   estequiometn'a para el

complejo temario 1:2:1, implica que la uni6n de IIFE al RTf,  produce la interhalizaci6n

de solamente la mitad de Tf-Fe disponible en el medio.  Por lo tanto,  la concentraci6n

relativa en la superficie celular de REE y RTf y su proximidad espacial en la membrana

serfu  criticos  para  determinar  como  FEE  afecte  la  uni6n  de  Tf-Fe  al  RTf  bajo

condiciones fisiol6gicas.

Si ITE y Tf pueden unirse  simultaneamente al RTf,  sugiere  que FEE  podria

traficar a vesiculas endociticas junto con el complejo RTf-Tf.  Una caracteristica de ]a

interacci6n rmE-RTf es su fuerte dependencia del pH. FEE se one d6bilmente al RTf en

el  pH  acido  del  endosoma qioy et al.,  1999),  indicando  que  la proteina REE  podria

disociarse del RTf en las vesiculas acidicas intracelulares, quizds para realizar alguna otra
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funci6n  en  la  vesfcula  (Lebron  et  al,  1998;  Drakesmith  and  Townsend,  2000).  Los

residuos de histidina son probablemente los aminoacidos candidates que mediarian las

interacciones   dependientes   de   pH,   ya   que   cambian   su   protonaci6n   a   pH   6,5.

Particularmente,   sen'a  inportante  profundizar  sobre  la  participaci6n  del  ndcteo  de

histidinas en la proteina FEE (IIistidinas 87,89,94 y 123) en la dependencia de pH de la

interacci6nentreFTEyRTf.Puedeserrelevanteademas,queelRTfconlaTfparticipan

en otra interacci6n dependiente de pH, en donde el RTf one aporTf a pH acido peso no a

pH basico caichardson and Ponka, 1997).

Estudios de inmunolocalizaci6n de REE, muestran que la proteina es expresada

en la zona de la cripta del intestino delgado del tracto gastrointestinal ¢arkkila et al,

1997a; Waleed et al,  1999). Por inmunolocalizaci6n en la superficie de c61ulas 293, se

observ6 que la proteina IHE, forma un complejo esfable con el RTf.   La proteina IIFE
\

mutante C260Y, foma so]amente trazas de este complejo, permitiendo una uni6n de la Tf

al RTf con alta afinidad (Feder et al.,1998). De igul modo, la mutaci6n H63D presenta

rna consecuencta funcional sindlar, alterando en menor grado la afinidad de uni6n del RTf

por TF,  sin embargo,  no  afecta  la asociaci6n  con  la  proteina  P2-microglobulin  6  su

expresi6n en la superficie celular (Lebron et al.,1998).  La interacci6n entre IIfE, RTf y

Fe,  sostienen  la  hip6tesis  que  una  pertrbaci6n  en  el  sistema  RTf-Tf  sen'a  un

componente en la perdida de la regulaci6n de la absorci6n intestinal de Fe (Lebron et

al.,  1998).  I.a  posible  interacci6n  REEAITf provee  un  nuevo  blanco  .para  agentes
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terapeuticos dirigidos hacia la regulaci6n de Fe y/6 distribuci6n tisular en desdrdenes de

sobrecarga de Fe (Feder et al., 1998; Beutler, 1998).

Observaciones recientes de Waleed y cols (2002) indican que la sobrexpresi6n

de IHE en c6lulas CHO induce un aunento en la velocidad de externalizaci6n de RTf

dependiente de la presencia de P2h4 sugiriendo que el efecto del complejo IHE-$2M

en las c6lulas CHO reflejaria su rol normal en la c61ula del  epitelio intestinal  donde

participaria "seusando" el Fe corporal y en la   regulaci6n de la absorci6n de Fe. Los

autores sugieren, que en la IHI, existe una desregulaci6n de la absorci6n de Fe, ya que

el proceso de captaci6n en las c6lulas de. Ia cripta del duodeno es la clave para sensar los

niveles de Tf-Fe en los capilares que rodean estas celulas de la cripta donde la absorci6n

de Fe es controlada. Esta desregulaci6n produce entonces c6lulas pobres en Fe, adn en

presencia de un exceso de Fe corporal, como sucede en la IH. Este modelo se sostiene

ademds, por la presencia de rna aumentada expresi6n duoderral del transportador apical

DMI'1   y   una   aunentada   expresi6n   del   transportador   basolateral   de   Fe   Iregl

(Ferroportina 16 MPT1) (Zoller et al.,1999; 2001).

El receptor para transferrina localizado en la membrana basolateral de las celulas de

la cripta y microvellosidades  facilita la entrada de  Fe a la celula desde  el plasma por

intemalizaci6n de  Tf-Fez  Q'ietrangelo  et  al.,  1992;  Nffiez  et  al.,  1996).  En  estados  de

disminuci6n  de  los  dep6sitos  de  Fe,  la  expresi6n  del  RTf depende  del  rivet  de  Fe

intracelular, mientras que el Fe absofoido por el enterocito es  fapidamente entregado al
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plasma, la reducci6n del compartimento intracelular de Fe activa la expresi6n del RTf con

el objeto de restaurar el balance de Fe intemo ¢ietrangelo et al.,  1992). En el modelo en

estudio,  el  ninero  de  RTf  present6  un  comportamiento  inverso  con  respecto  a  la

concentraci6n  de  Fe  intemo  en  las  c5lulas  wtREE,  es  decjr,  presentaron  un  mayor

ntimero  de  RTf que  las  c6lulas  controles  y  HFE-H63D.  Estos  resultados  apoyan  la

hip6tesis  que  la  expresi6n  del  RTf  se  encuentra  aumentada  en  c6lulas   con  baja

concentraci6n de Fe intemo q'ietrangelo et al.,1992) y que el ninero de RTf es regulado

inversamenteporlaconcentraci6ndeFeintemo(Chanetal.,1994).

Resultados de Fleming y colaboradores (1998) y Oates y colaboradores (2000)

indican que la fase de captaci6n de Fe en c6lulas de epitelio intestinal es mediada por el

transportador DMTl  lo  que sugiere fuertemente que DMrl  es  el transportador que

media la sobrecarga de Fe en la IH. Estudios realizados en ratas knockout para IIFE

indicaron un fenotipo de sobrecarga de Fe, en tanto que el doble knockout REE®MTl

no presentaba sobrecarga de Fe (Griffilds et al., 2001).

Cultivo celular y c6lulas tlpo epiteHo intestiunl Cacor2.

Un problema fundamental para llevar a cabo estudios de chsorci6n intestinal de

Fe, es la carencia de modelos adecundos. Los estudios en 6rgano completo s6lo permiten

evaluar  la incorporaci6n  de Fe  al  intestino,  incorporaci6n al  plasma y  al  organismo

entero  (Falrweather-Taft et al,  1985).  Sin embargo,  este modelo no  es  adecundo  para

determinar los detalles moleculares que sustentan este proceso. El uso de la linea celular
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Caco-2, como un modelo de estudio de las funciones intestinales qualleanx and Schneider,

1991;  Peterson  and  Mooseker,   1993a;   1993b),  nos  ha  perndtido  realizar  estudios  de

captaci6n y transporte transepitelial de Fe, ya que sintetizan las proteinas relacionadas con

el metabolismo del Fe, tales como el transportador DMrl(Gunshin et al.,  1997), Fn, RTf

(Hamilton et al., 1994) y un sistema mp/mE activo (Arredondo et al.,  1997). Las c5lulas

Caco-2,  se  comportan  ademds,  como  enterocitos tanto  en  la regulaci6n  del  transporfe

transepitelial (Aivarez-Hemindez et al.,  1991) como  en su capacidad reductiva de Fe+3

apical Orifeez et al., 1994). Ofrocen ademds, ventajas notables respecto al modelo de trozo

de  intestino,  como  por  ejemplo  no  presentar  la  interferencia  producida  por  el  tejido

intersticialydeltejidomuscularpresenteenelintestino,porloqueelanalisisdenivelesde

Fe  intracelular  se  puede  adjudicar  inequivocamente  a  las  c6lulas  responsables  de  la

regulaci6ndelaabsorci6nintestinal,esdecirdelamucosaintestinal.Mdsatn,adiferencia

delepiteliointestinal,Iascelulasencultivorepresentanpoblacioneshomog6neasenedady

contenido de Fe intracelular.

La c6lula intestinal durante su migraci6n hacia el tope de la vellosidad intestinal

se  diferencia  en  rna  celula  absortiva  funcional,  proceso  que  en  el  hunano  dura

aproximadamente tres  dias.  Si  consideranos  que la c6lula emergente  trae  cousigo  la

mitad  del  Fe  de  la  c6lula  madre  y  que  si  ademds  se  encuentra  en  un  estado  de

disminuci6n general de los dep6sitos de Fe, Ia c6lula captara Fe con mayor avidez que

aquella que se encuentran en el tope de la microvellosidad y que ha captado Fe durante

este trinsito. Asf, las c6lulas del tope de la vellosidad (de mayor edad) contienen mayor
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Fe que aquellas  que se dividen en la cripta (mss j6venes).  La c5lula orialnaria de la

cripta  se  comporta  como  rna  c61ula  con  bajo  contehido  intracelular  de  Fe,  cuya

caracteristica es su alta capacidad de absorci6n de Fe (Courad and Crosby,  1963). Esta

srfuaci6nlavemosreflejadaen]acondici6nexperimentaldecultivoconbajoFeextemo.

Podemos  predecir  que   la  c6lula  epitelial   que  regula  la  absorci6n  de  Fe,   tendra

concentraciones intemas de Fe menores de 250 prM (Tapia et al.,1996; Arredondo et al.,

1997). Esta concentraci6n podria alcanzarse muy luego en su proceso de migraci6n, si

los niveles corporales de Fe son altos. Por el contrario, si los niveles corporales de Fe

son bajos, la c5lula originada en la cripta empezafa su proceso migratorio con un nivel

intemodeFemenor,ytomafamfstiempoendisminuirsuprocesoabsolptivodeFe.

Algunas  de  las  interrogantes  que  se  contestaron  en  este  proyecto  fueron:  6La

sobrexpresi6n   de   la   proteina   IHE   altera   el   contenido   de   Fe   intracelular?;   tLa

sobrexpresi6n de HFE altera la captaci6n apical y el transporfe transepitelial de Fe y/o la

internalizaci6n basolateral  de  Fe  unido  a Tf?;  6La  sobrexpresi6n  de  la  proteina  IRE

modifica su disdibuci6n?; 6La sobrexpresi6n de rmE modifica la expresi6n y distnl]uci6n

celular  del  transportador DMrl  y  del  RTf?;  6La  sobrexpresi6n  de  REF  modifica  la

captaci6nytranspor[etransepite]ialdeCu?;6Existenotrasproteinasqueinteractinconel

complejo  HFE-RTf?,   tc6mo  es  la  actividad  del  sistema  RP/IRE   en  c6lulas  que

sobrexpresan ITE?.   Sinilares preguntas fueron alJordadas en c6lulas que sobrexpresaban

IIfE contehiendo la mutaci6n H63D.
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OBJETIV0 GENERAL

Nos   planteamos   como   objetivo   general     "Caracterizar  los  efectos   de  la

sobrexpresi6n  de  la  proteina  HFE  en  c€Iu]as  de  epitelio  intestinal  Cacol2  y  sus

incidencias en la regulaci6n de la absorci6n de Fe".

HfroTEsls DE TRABA]O

La  interacci6n  entre  IFTE  y  el  receptor para transferina y  su  relaci6n  con  la

regulaci6n de la absorci6n intestinal de Fe nos permiten establecer como hip6tesis  de

trabajo que ``La interacci6n entre HE con el RTf y otras proteinas que participan en

el metabolismo del Fe es parte del mecanismo normal de regulaci6n de la absorci6n

intestinal de Fe. La p6rdida de esta interacci6n, modifica algrin aspecto de la funci6n

de EITE necesario para esta regulaci6n."
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OBJETIVOS E SPECIFICOS

1.) Caracterizar  la captaci6n y el paso transcelular de hieno en c6lulas Cacd-2 que sobre

expresan RE.

Se estudi6 el efecto de sobrexpresi6n de la proteina HFE sobre la captaci6n y transporte

transepitelial de Fe y como este proceso se relaciona con la concentraci6n intracelular

de Fe en estas c6lulas.

2.) Caracterizar a las proteinas que participan en el metabolismo de Fe en c5lulas Caco-

2quesobrexpresarilaproteinawtlRE.

Se estudiaron las proteinas involucradas directa o indirectamente en la homeostasis de

Fe:  Receptor  para  transferrina;  Ferritina,  RPs,  Transportador  de  metales  divalente

(DMT 1 ), contenido de Fe reactivo, P2-microglobulina.

3.) Deteminar la  localizaci6n  subcelular del  REE, DMrl  y RTf en  c6lulas  Caco-2

transfectadas con FIFE.

Se determin6 si la sobrexpresi6n de FEE tiene algrfui efecto sobre la distribuci6n en la

membrana e intracelular de IIfE, DMrl y RTf.

4.) Determinar e} efecto de p6ptidos sinfeticos correspondientes al domihio or 1 de IIFE

sobre la interacci6n IHE-RTf.
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Se  estudi6  el  efecto  de  dos  p6ptidos  sint6ticos  que  corresponden  al  dominio  de

interacci6n con el RTf sobre la cin5tica de intemalizaci6n y extemalizaci6n del RTf-Tf-

Fe en celulas incubadas con p5ptidos de IHE (dominio), que interaccionan con RTf.

5.) Identificar otras proteinas que interacthan con mE y que pemitan rna explicaci6n

del efecto de IIfE en ]a sobre-absorci6n de Fe en c61ulas del epitelio intestiml.
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2. MATERIALES Y RETODOS

2.1 RATEHELES

2.1.1  Reactivos

Los reactivos utilizados en esta tesis fueron los siguientes:

Generales:          Tris   base,   buffer   fosfato   salino   (PBS)   Dulbeco,   ferritina

humana,    NP40,    Hares,    PMSF,    OPDD,    Dithiothreito],

transferina,  P-mercaptoetanol,  MOPS,  desferal,  Chelex  100,

EDTA-Na,   deido   b6rico,  Nacl,   Kcl,   Na2HP02,   KH2P04,

NaoH, H202, H2S04, HC1, FecL3-6H20, glicina, CacL2-2H20,

glucosa,  NaoH;   CH3COOK,   CH3COOH,   CHC13,   metanol,

etanol, tween 20,  glicerol,  C6Iie07-H20,  Triton X-100,  SDS,

estindares de peso molecular.

Anticuerpos:      Anti  REE humano,  anti mp hunano,  anti DMTl  hunano,

anti ferritina humano, anti RTf humano, anti P2-M, anti IgG

de conejo conjugada con peroxidasa de rabano, anti-IgG de

rat6n  conjugada  con  peroxidasa  de  fabano,  anti  ferritina

humana conjugado con peroxidasa de rabano, anti IgG-FITC,

anti IgG-Rodamina, anti IgG-Alexa.
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Cultivo celular:        Medio DREM,  medio  Iscove's  sin  Fe,  tripsina,  fungizona,

penicilina, estreptomicina, suero fetal de bovino, aminoacidos

no esenciales.

Radiois6topos:           59Fe, 55Fe, alfa.32p.cTp. 64Ch.

Bioloora Molecular  Agarosa, Ban IH, ATP, GTP, UTP, inhibidor de ribonucleasa,

ARN   polimerasa  T7,   RNAasa   T1,   heparina   sal   s6dica,

RNAasa     pancreatica     libre     de     DNAasa,     acrilamida,

bisacrilanida,   Bio   Gel   P200,   azul   de   bromofenol,   SDS,

persulfato     de     amonio,     lipofectanina,     0ligonucledtidos

andsentido  para DMrl,  p6ptidos  sintedcos  A  y 8  de  IIfE,

Thol.

2.1.2  Equipus

Espectrofot6metro  de  Absorci6n  At6mica,   Sinma  6100,  Perkin  Elmer;

Contador Beta,  Beclrmann  LS  7000;  Contador Gamma,  Cobra 11,  Packard;

Espectrofot6metro  UV-VIS,  Perkin  Einer  559;  Lector  de  Placas  Sunrise,

Tecan (Austria); Medidor Volt-Ohm epitelial, World Precision Instruments;

incubador C02-Water Jacketed, Auto Flow, NI]aire; MniGel Bio Rad, Mini

Proteans; Trans-blot Bio-Rad; Secador de geles Gel Dryer, Modelo 583, Bio

Rad;  haaSng  Densitometer  Model  GS  670,  Bio  Rad;  Campana  de  flujo



laminar,  Nulre,  NU-201430;  Mcroscopio  de  luz  Nikon  TMS  (Japan);

Mcroscopio Confocal Carl Ziess LSM; utracentrifuga Bekman J2-2l  (CA,

USA);McrocentrifugareffigeradaMikro22R,Hettich(Germany).
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2.13 Materiales de Cultivo

1)         msertos bicamerales Transwells, con membrana de policarbonato, tamafio de poro

de 0,4 prm, 6,5 mm de diinetro, Costar (3415).

2)         Botellas pldsticas de 40 ml, bea de erecimiento 25 cm2, Cbstar (3025).

3)         Placas de cultivo de 6 pocillos, 35 mm dialnetro, Costar (3406).

4)         Placas de cultivo de 24 pocillos,16 mm dialnetro, Costar(3424)

5)         Tubos de centrffugas pldsticos costar, 50 ml (3317) y 15 ul (3316).

6)         Pipetas plasticas desechables costar, 25 ml (425l),10 ml (4101), 5 ml (4050), 2 nd

(4021),1 ml (4011).

7)        Uuldades de filtraci6n desechables, tanafio de pore o,2 in costar, 500 ml (8344)

y 1000 ml (8354)

8)         Botellas de cultivo reutilizables, ShottDuran, 500 ml y 1000 ml.

9)         Placas de Elisa, Nunc Inc.

2.1.4 Material Biol6gico

La  linea  celular  Caco-2  de  la  American  Type  Culture  Colleedon  (#  H1837,

Rockville, ro), es derivada oriSnalmente de un cancer de colon (Fogh et al.,  1977), y
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semeja un modelo de epitelio intestinal (Pitt et al.,  1987;  Artrson,  1991). Estas  c6lu]as

expresan  GLUT-5,  un  marcador  de  microvellosidad  de  intestino  delgado  que  no  se

encuentra en  colon Ofahraoui  et al.,  1992).  Crecen  en monocapas  celulares  altanente

polarizadas y pueden ser usadas para transporte vectorial (Audus et al.,  1990), presentan

inhibici6n por contacto de la prchferaci6n, roman uniones estrechas con un resistencia

transepitelialde280-320ohmxcm2ypresentanabundantesmicrovellosidades.
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2.2 MriTODOs

2.2.I  C#/fivo  ceJH/¢r:  Celulas  Caco-2  (American  Type  Culture  Collection  FIT837,

Rockville,    MD)    fueron    cultivadas    en   medio    Dulbeco    modificado    @MEM),

suplementado con  loo/o suero fetal de bovino (SFB) (Gibco Life Technologies,  Grand

Island,  NY),   100.000  UI  de  penicilina/estreptomicina  y  25  mg/inl  de  fungizona  y

aminoacidos no esenciales. Estas celulas pueden cultivarse tanto en botellas como en

iusertos bicamerales  (Costar,  Cambridge, MA).  Al cultivarse en insertos (membranas

microporosas   embebidas   en   iusertos   nricroplatos)a   exponen   su   polo   apical   al

compartimento  superior  y  el  polo  basolateral  al  inferior,  permitiendo  el  estudio  de

funciones celulares polarizadas y secreci6n vectorial de proteinas. Se sembraron 2 x 105

c6lulas por botella de 25 ml.  Se crecieron por 7 dr'as con cambio de medio cada dos a

tres  dias  e  inoubaron  a  37°C,  5%  C02.  Durante  este  periodo  las  c6lulas  alcamzan

confluencia, obteni6ndose 2-3 x 106 celulas por botella. Las c6lulas fueron tripsinizadas

y resembradas en iguales condiciones.

2.2.2  0btenei6n\ de CDNA y tranofecci6n de c6lulas  Caco-2.. Se a;ist6 ARI+ total de

celulas  Caco-2  con  TRlzol  (Gibco).  Se  obtuvo  el  CDNA  de  lnE  por  transcripci6n

reversa. El CDNA fue amplificado por PCR usando los ciclos: 94 °C por 1 min, 58 °C

por  1  min y 72  °C  por  1,5  min.  Las muestras  se  amplificaron por 30  ciclos  con los

paltidores:  5 ':  5'-GCCAGAGGATCCGAAATGGGCCCGCGAG-3 ' y 3 ':  5'-GTCTG-

CACTCGAGGTGTCACTCACGTTCAGCCTA-3 '. Obtuvimos un producto de  1.I  kb,

el  cual por secuenciaci6n  se  comprob.6  que  correspondia  al  marco  de  lectura abierto
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completo que codifica para ]a proteina IHE.  El CDNA-IHE foe clonado en el vector de

expresi6n en mamiferos pcDNA3.  C6lulas Caco-2  crecidas  a subconfluencia (50-70°/o

confluencia,  2  a 3  dias despu6s  de plaquear) fueron transfectadas con los plasmidios

pcDNA3-REF  (c6lulas  wllRE)  6  pcDNA3  (c6lulas  controles).  La  trausfecci6n  fue

realizada en presencia de Lipofectamina (Gibco) a rna concentraci6n 5 prL/pug de DNA.

La mezcla de DNA/Lipofectamina foe retirada despues de 36 hrs de incubaci6n a 37 °C.

Las celulas fueron incubadas por 1 dia en medio mAlh¢  10% SFB y luego cambiado

por medio de selecci6n: DREM, 10% SFB  mds 800 pug/ml de geneticina (Gibco).

Como  una  foma de  control  de  la funci6n  de  la proteina wtlRE realizamos

similares estudios con la proteina FEE mutada en H63D (HFE-H63D).  Para obtener

IIFE     con     la     mutaci6n     H63D,     se     utiliz6     los     partidores:     H63D+:     5'-

CGTGTTCTATGATGATGAGAGTCGC  -3'  y  H63D-:   5 '-GCGACTCTCATCATC-

ATAGACACG-3 '.   Se amplific6 a partir de pcDNA3-HFE para obtener dos fragmentos:

1)  fragmento  1:  HFE5AI395-  y  2)  fragmento  2:  H395+AI715-  (CTTTCCCACTC-

CCAGCTTGG). El CDNA fie anplificado por PCR usando los siguientes ciclos: 94 °C

por I  minuto, 52 °C por 1 minuto y 72 °C por 1,5 minutos.  Con este PCR se obtienen

dos fragmentos: 230 pb y 320 pb. Se purif]c6 estos fragmentos y se usan como templado

para  obtener  un  fragmento  de  550  pb  que  contiene  la  mutaci6n.  Para  obtener  la

secuencia completa se utiliz6 como partidores FEE y H715. El fragmento completo fue

purificado en gel de agarosa  1% y clonado en el vector de expresi6n pcDNA3.
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2.2.3 jl4dr/a/ogr'¢ ccJ#/ar..  A c5lulas  Caco-2  controles y que  sobrexpresan wtllFE y

HFE-H63D se les examine las caracteristicas morfol6gicas por medio de microscopia

confocal.  Las  celulas  fueron  crecidas  sobre  cubreobjetos  por  7  dias  en  medio  de

selecci6n.  El  cia del -experimento,  las  c6lulas  fueron tefiidas  con 5-(6)-carboxy-2',7'-

diclorofluoresceina diacetato @CFDA, Molecular Probes, Eugene, OR). La DCFDA es

una   molecula   no   fluorescente.   Intracelularmente   y   por   la   acci6n   de   esterasas

intracelulares,  la  mol6cula  de  DCFDA  es  desesterificada  a  DCF,  mol6cula  que  es

fluorescente y lipofilica   y que  se  distribuye  en la membrana plasmatica dando  rna

imagen de los contomos de la c61ula (Garcia et al.,  1996).  Secciones 6pticas de 2  prm

desde basolateral hacia apical fueron obtenidas en un microscopio confocal Zeiss RE40.

Las  secciones  fueron  integradas  usando  el  software  del  iustrumento.  Mediciones  de

di5metro y alto fueron obtenidas directamente desde la pantalla de la computadora.  Cien

c5lulas fueron medidas en cada condici6n.

2.2.4   0btenci6n   de   cglulas   Caco-2   con   distintas   conceritraciones   de   hierro

I.#¢race/#Jar..  C51ulas Caco-2 controles, wiITE y HFE-H63D fueron cultivadas por dos

pasajes de 7 dias cada uno con distintas concentraciones de 55Fe (0,5 a 20,0 prM) como

complejo  55Fe-nitrilotriacetato  (5fre-NTA,  relaci6n  molar   I:2,2)  en  Medio  Iscove,

suplementado  con  SFB  bajo  en  Fe.  Al  cia  14,  se  prepar6  extractos  celulares  y  la

radioactividad  fue  contada  efi  un  contador  beta.   Con  este  procedimiento,  el  5fre

radiactivo asociado a la c6lula refleja el Fe intracelular total (Tapia et al., 1996).
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2.2.5 Determinaci6n del contenddo de Fe reactivo a,IT)..  Se determin6 ct pooh de hieno

reactivo en celulas Caco-2 controles, wtFTE y FEE-H63D (14,15). Para ello, las celulas

fueron  crecidas  sobre  cubreobjetos  por  7  dias  en  medio   de  selecci6n.   El  cia  del

experinento, Ias c61ulas fueron lavadas Con buffer MOPS Salino (20 mM MOPS-OH; 150

mM Nacl; 1,8 inM Cac12; 5 mM glucosa, pH 7,4) y luego incubadas con Calceina-AM 0,5

prM Q4olecular Probes, Eugene, OR) por 5 minutos a 37 °C. Despots de lavar la calceina

no interrali2ada, las celulas fueron incubadas en rna cubeta conteniendo 3 ml de MOPS-

salino y 5 prL de anticuerpo anti-calceina. Despu6s de deteminar la fluorescencia basal de

lacalceina(excitaci6n488rm,endsi6n.517rm),lafluorescenciadelcorriplejocalceina-Fe

fue desapagada por la adici6n del quelante de Fe salicylaldehido isonicotinoyl hydrazone

(SIID. El aumento en la fluorescencia obtenido fue directamente proporcional al contenido

de Fe reactivo.

2.2.6 Estudios de la pToteti'ia IRP:

4j I.7Iz»zzz!odefeccf.o'„ de ZZZP.  Se sintetiz6 Q}ios Chile, SA.) el p6ptido 8 de la secuencia

de la RP: NSYGSRRGNDAVMARC, que corresponde a los aminoacidos 707 al 721

(Eiseustein et al., 1993). El p5ptido, fue acoplado a hemocianina e inyectado (100 pug) en

el n6dulo hinfrfuco de la piema trasera de conejo con coadyudante de Freund's completo.

El protocolo inclny6 dos refuerzos del antigeno en coadyudante de Freund's incompleto,

cosecha del antisuero y medici6n de la respuesta humoral mediante ELISA.  Se obtuvo

anticuelpos de dos conejos con un trfulo de trabajo de 1/500 en ELISA. La proteina RP

fue detectada por Western blot usando el anticuelpo purificado anti IRP diluido a 0,5

pug/inl y un anticuerpo secundario conjugado a peroxjdasa 1/20.000 Pierce Chem. Co.).
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Las bandas de proteinas fueron detectadas por oxidaci6n de luniinol (Supersignal kit,

Pierce   Chem.   Co.)   y   autoradiografiadas.   Las   inteusidades   de   las   bandas   en   el

autoradiogramas fueron cuantificadas por deusitometrf a usando el software Sigmascan

(Jandel Scientific, San Rafael, CA.). El anticuerpo reconoce dos proteinas de un peso

molecular  aparente  de  105  y  98  kDa,  que  no  fue  evidente  cuando  se  incul]6  sin

anticueapo primario o secundario.

8} Actividad de IRP.. Easayo de cennbio de banda..   En c€kulas Caco-2 caeeirdas cormo

antes, se detennin61a actividad de Hay en un ensayo de retardo en gel (IIentze et al., 1989;

Leibold and Munro, 1988). Para ello se ulliz6 el plasmidiQ PSPT-Fer (donado por Dr. R.

Menechini, Universidad de San Pablo, Brasil). El plasmidio (3.104 pb) lleva inserto rna

secuencia de 28 pb del RE de la redr6n 5' no codificante del ARNm de la cadena H de la

ferritim hunana Qvlullner, 1989) gggagccggaauuccuGCUUCAACAGUGCUUGGAC-

GGAAucccggg, flanqueada por el promoter de la ARN polimerasa T7 y por el sitio de

restricci6n para Ban IH y quullner et al.,  1989). EI DNA plasmidial fue linearizado con

Ban IH y en esta crmdiciones se realiz6 transcripci6n in i#.fro. Se prepar6 rna meacla de

ribonucle6tidos cousistente de 200  Hci de alfa-32P-CTP (800 Ci/inM =  1.3x|09 dpm/ug,

DUPONT), ATP, GIP y UTP 10 mM en Tris 10 mM, EDTA loo mh4 pH 8,0. La mezcla

de transcripci6n consisti6 de tampon transcripci6n lox Crris-Hcl 400 mM pH 7,5, M8C12

60 mM, espermidina-HC1 20 mM, Nacl 50 mro, DTT 5 mM, 1  Hg DNA molde, mezcla

de ribonucle6tidos 2 mh4  5  unidades  de  inhibidor de ribonucleasa,  1  unidad  de ARN

polimerasa  T7,  H20  diedlpirocarbonato  (DEPC)  csp  50  prL.   Se  mezcl6.  suavemente,

centrifug6 1 minute a 10.000 g e incub6 por i horas a 37 °C. Luego, se agreg6 nuevanente
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1 unidad de ARN polimerasa T7 e incub6 por 1 hora a 37 °C. La reacci6n se detuvo con 2

HL de EDTA-Na2 500 mM en H20-DEC pH 8,0.   1 pL de reacci6n equlvale a 400 ng de

sonda RE.

Para reatzar el ensayo de retardo en gel, se utliz6 el metodo descrito por Leibold y

Munro (1988). En breve, se mezcl6 2 HL de soluci6n de transcrito con 4 pug de proteinas

del  extracto  celular en ausencia o presencia de B-mercaptoetanol 2% e  incub6 por 30

minutos a temperatura anbienfe. Luego, se agreg6 1 unidad de RNAasa Tl para degradar

partes  no  protegidas  del  transcrito  de  ARN  e  incub6  por  10  minutos  a  temperatura

ambiente.  Finalmente,  se  agreg6  heparina  (5  mg/ml)  para  desplazar  las  uniones  no

espec{ficas de protctnas al ARN, e incub6 por otros 10 minutos a temperatura ambiente. La

mezcla fue cargada con tamp6n de carga 4x (Tris-Hcl 30 mM pH 7,5,  sacarosa 400/Lo,

bromofenol   0.2%  y  xilencianol   0.20/o)   en  un  gel  nativo   de  poliacrilamida  al   5%

(acrilamida:bisacrilamida, 60:1) en tanp6n TEE  lx (Tris base 45 mM, acido b6rico 45

mM EDTA 1 mM pH 8,0), se corri6 a 12.5 volts/cms por 2 horas. Luego, el gel se adhin6

a papel 3MM y fue secado por 1  hora a 80 °C al vacio, finalmente fue expuesto a rna

pelfcula para antoradiografia QCAR-OMAT Kodak) por rna noche a -70 °C.

Las bandas fueron cunntificadas con un heating deusitometer y analizadas con el

prograna de Analisis Molecular Quandty One (Gsnd70 inaedng deusitometer, Bio Rad,

Labortatories, CA). Las inagenes fueron procesadas con el programa Corel. Photopaint 8
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con el objeto de aumentar el contraste y ajustar el tono de la inagen.  El resultado fue

expresado como el porcentaje del area que ocupaba la banda en el area total estudiada.

2.2.7 Estudios de captaci6n y transporte de  Fe+a y  Fe+3.. Desqu6s de das pasaj]es de

cultivo en botellas con 55Fe, las c6lulas Caco-2 controles, wtREE y mE-H63D fueron

crecidas  por  12  a  14  dias  en  fnsertos  bicanerales  de  policarbonato  de  0,33  cm2

(Trauswell, Costar) en medio Iscove, 10% SFB bajo en Fe suplementado con diferentes

concentraciones de 55Fe.  El dia del experimento se realiz6: ¢j para los estudios con Fe+3

las celulas fueron lavadas con tanp6n salino (50 mM 3-(N-moxpholino)-propanesulfonic

acid-Na; 94 mM Nacl; 7,4 Kcl; 0,74 Mgc12; 1,5 Cac12; pH 7,2) y luego incubadas a 37

°C por 1  a 60 mjnutos en tamp6n salino suplementados con a) 5  prM 59Fe como 59Fe.

NTA en el lado apical (Alvarez-Hemandez et al., 1994) 6 bJ pan los estudios con Fe+2,

1as celulas fueron lavadas con tanp6n salino como arriba excepto que el pH del tampon

fue ajustado a 6,75 y luego incubadas a 37 °C por  I  a 60 minutos  en tampon salino

suplementados con 59Fe2+ en la foma de complejo 59Fe-ascorbato (1 :50, mol:mol) en el

medio apical. En ambos casos, 1a captaci6n de Fe fue detenida lavando el inserto 3 veces

con PBS suplementado con 1 mM EDTA helado. Este lavado es efectivo en elinin el

59Fe unido extemamente a las c6lulas y membrana del inserto. Un extracto ce]ular fue

preparado agregando loo HL de tamp6n lisis (10 mM REPES; pH 7,5; 3 mM M8C12; 40

mM  Kcl,  1  mM  phenylmetathylsulfonyl  fluoride;   10  pg/ml  leupeptina;  0,5  pug/inl

aprotirina;  0,7  pug/nd  pepstatina A;  5%glicerol;  1  mM dithiothreitol;  0,5%  Triton X-

100). La mezcla fue incubada por 15 minutos en hielo y sedimentada a 10.000 g por 10

minutos.  En  el  sobrenadante  se  detemin6  proteinas  por  el  m6todo  de  Lowry  y
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colaboradores (1951),1a radioactividad del 5Te en un contador Gamma. La captaci6n de

Fe fue expresada como 59Fe/mg de proteinas de extracto celular.

2.2.8 Estudios de captaci6n y trausporte de Fe y Cu en presencia de Oligonucle6tldos

¢j!f}.Fe##.do  de Z}IfrJ:  Para  comprobar  que  el  transportador  DMTl  es  el  principal

transpor[ador de Fe en la celula intestinal, disefiamos oligonucle6tidos antisentidos (Tu

et  al.3   1998)  de  DMI`1   con  el  objeto   de  inhibir  la  actividad  y/o   expresi6n  del

transpor[ador DMT1.  Se utiliz6 secuencias intr6nicas (Tu et al.,  1998) de la secuencia

nucleotl'dica  del  transportador  DMT1   (entre  los  intrones  7  y  10).   Las  secuencias

utilizadas fueron:

MA1 : 5 'CCTTTGACCCTCCCATTCCTGCTC3 ' ;

MA2:5'GGTAGACTTCCCCATCTGCCAC3';

MA3:'5'GCAATCTTCCCACCTCAGCC3';

IN1:5'ACATGGTCIAAATCCCGTCTCTAC3';

TN2 : 5 'CACTC-TCTTCCCAACAGCTCTCC3 ';

TN3 : 5.'ATATATACTCTTCCCCGGTTCAG3 ' y

IN4 : 5 'TACACGCCAATAATCCCAGCTAC3 '.,

Las celulas fueron sembradas como antes en un medio conteniendo 5 uM de Fe,

en iusertos  bicamerales  a  rna deusidad  de  30.000  celulas/inL.  Luego  de  11  dias  de

cultivo,   las  c6lulas   fueron  trausfectadas  con   10   pug/ml  de  DNA  en  .presencia  en

Lipofectamina  (Gibco)  como  se  describi6  anteriormente,  con  la  diferencia  que  el
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tratamiento se repiti6 por tres dias previos al experimento de transports. El  cia  14,  se

realiz6 los experimentos de flujo con 59Fe o 64Cu.

2.2.9 Estudios de captaci6n a!pical y tl.ausporte apical-basola[teral de 64Cn: Se red:i:z!6

estudios  de  captaci6n y transporte  de  Cu  con  el  chjeto  de  verificar  el  efecto  de  la

sobrexpresi6n de IHE sobre el transportador de thetales DMT1. Para ello, celulas Caco-

2  controles y transfectadas  cultivadas  como en el  punto  anterior fueron lavadas  con

tampon  salino  y  luego  incubadas  a  37  °C  por  1  a  60  mirmtos  en  tamp6n  salino

suplementados con 5 prM 64Cu como complejo 64Cu-mstidina (I:10 mol:mol) en e| lado

apical (Arre.dondo et al., 2000). La captaci6n de Cu fue detenida lavando el iuserto 3

veces con PBS suplementado con 1 mM EDTA helado.  Se prepar6 un extracto celular

con tampon lisis  como  se  describi6  anteriormente.  En  el  sobrenadante  se  determin6

proteinas por el metodo de Lowry, la radioactividad del 64Cu en un contador Beta. La

captaci6n de Cu foe expresada como 64Cu/mg de proteinas de extracto celular.

2.2.10 Estudios de coii'ipetencia en ha captaci6n y trausporte de Fe en presencia de Cu..

C6lulas  Caco-2  Control;  wlllFE y HFE-H63D  cultivadas  como  en el  punto  anterior,

fueron lavadas con tamp6n salino y luego incubadas a 37 °C por  1  a 60  minutos en

tamp6n salino suplementados con 5 prM 5Te como complejo 59Fe-NTA-Ascorbato y 50

prM Cu como Cu-histidina en el lado apical. La captaci6n de 59Fe fue detenida lavando el

inserto  3  veces  con PBS  I-  1  mM EDTA helado.  Se  prepar6  un extracto  celular con

tampon lisis como se describi6 anteriormente. En el sobrenadante se determin6 protehas
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por el m5todo de Lowry, 1a radioactividad del 59Fe en un contador Gamma. La captaci6n

de Fe fue expresada como 59Fe/mg de protefnas de extracto celular.

2.2.11   Anticueapos   e   inmurodeteeci6n   de   HFE.   Se   siritedz6   el   p6ptLdo   NI2:

QGSRGAMGHYVLAERE{OOH, del extremo carboxilo terminal de la proteha rmE

@arkkila et al, 1997a), con el objeto de producir andcuerpos policlonales en conejo. Pan

ello, el p5ptido fue acoplado a tiroglobulina querce Chem, Co) utilizando el rea6tivo EDC

(1€thyl-3-(3-dimethylaminopropyl)¢afoodiinide  hydrochloride,  Pierce  Chem,  Co),  la

ngezcla  se  inyect6  en  conejds  utilizando  procedimientos  estindares.  Despuds  de  cuatro

inyecciones, se obtuvo suero inmune y el anticuelpo fue purificado por   afinidad con el

p6ptido unido a Affigel (BioRad, Carpinteria,  CA).  La proteina IIfE fue detectada par

Western blot usando el anticuerpo purificado anti IHE diluido a 0,5 LLg/inl y un anticuerpo

secundario conjngado a peroxidasa 1#0.000 Pierce Chem. Co.). Las bandas de proteirms

fueron  detectadas  por    oxidaci6n  de  luminol  (Supersignal  kit,  Pierce  Chem.  Co.)  y

autoradiografia. Las inteusidades de las bandas en el autoradiogramas fueron cuntificadas

por densitometria usando el software Sigmascan (Jandel Scientific, San Rafael, CA.). El

anticuelpo reconoce rna proteina de un peso molecular aparente de 47,5 kDa, que no fue

evidente cuando se incubo sin anticuelpo primario o secundario.

2.2.12 Anticaeapos e inmunodetecci6n de DMT1.  Sinflarrmenrfe, se strm±edz6 el peptido

SKGLLTELATRGYVK que colresponde al segmento carboxilo terminal de DMT 1, con el

objeto de producir anticuerpos policlonales contra DMrl . El anticuerpo fue purificado por

afiridad con el p6ptido tmido a Affigel a3ioRad, Carpinteria, CA). La proteina DMI`l fue
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detectadaporWestemblotusandoelanticuerpopurificadoanti-DMrldiluidoa0,5prg/ml.

El  anticuelpo reconoce  rna  protefna  de  un  peso  molecular  aparente  de  63  kDa.  Para

determinar  especificidad  del  anticuerpo  anti  DMrl,   se  realizaron  experimentos  de

competenciaenpresenciadepeptidoinmun6genodeDMI.1.

2.2.13Anticueaposeinunnodetecci6ndeRgfLaLdeasrdedde{eeeptolespalat[aasfienina.

s6 detemin6 en extractos celulares por Western blot, usando el anticuerpo monoclonal anti

RTf OKT9  (Anedondo  et  al.,   1997),  usando  el  kit  de  quimiofuminscencia  descrito

anteriomente. El anticuelpo anti RTf detecta una proteina de peso molecular aparente de

aproximadamente de 90 kDa.

2.2.14 Determined6n de los nbeles intracehalares de ferritinaL Fendhaa. dritacctndan fue

determinada ullizando un enzimoinmuno ensayo tipo sandwich (Anedondo et al.,  1997).

Para ello se utiliz6 andcuerpo policlonal primario anti-Fn hunana (1/10.000) y antiouelpo

anti-Fnhumanasecundarioconjngadoaperoxidasa(I/20.000)DakoCo.(Carpinteria,CA).

2.2.1 S Andcueipos e inmundetecci6n de  P2-ndcroglobulina. Le expitesibn de La P2-

microglobulina  se  determin6  en  extractos  celulares  de  c6lulas   Caco-2   controles  y

transfectadas por Western blot usando rna diluci6n 1/500 de un anticuelpo pdiclonal anti

P2M,  Dcko  Co.  (Carpinten'a,  CA),  un  anticuelpo  secundario  conjugado  a  peroxidasa

1/10.000 (Pierce Chem.  Co.) y el kit de quinrioluminiscencia descrito  anteriormente.  El
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anticuelpo  anti  P2M  detecta  rna  proteina  de  peso  molecular  aparente  de   11,6  kDa

aproximadamente, en geles PAGE-SDS 6,5%.

2.2.J6  G7z.cas7./d!c7.o'%  c72  Z}#T:7..     Para  determinar  el  porcentaje  de  alicosilaci6n  del

transportador DMrl se realiz6 deglicosilaci6n utilizando el kit Enzimatic Deglycosylation

Kit (Glyco, Novato, CA). En breve, a extractos celulares {50 Hg) preparados como antes,

diluidos en buffer 8 5x (fosfato de sodio 250 mM pH 6,0) se les agreg6 2 iiL de NANase H

y 2 uL a-Glicosidasa e incub6 por  1  hora a 37° C.  Luego se le agreg6  10 [rfu de agua

destilada;  10 prL de buffer pH QTa2IIf04 0,5 M); 2,5 prL de SDS/P-mercaptoetanol   y se

incubaron a 100 °C por 5 minutos y a 4°C por 10 minutos. Finalmente se le agreg6 2,5 Ill

de NP40 ,y 2,0 de PNGasa F y se incub6 por 3 horas a 37 °C.  La proteina DMI`1  fue

detectada por Western blot usando el  anticuelpo  anti-DMI`l  (1:1500)  y  un anticuerpo

secundario (1 :20000) conjugado a peroxidasa (Pierce Chem. Co.). Las bandas de proteinas

fueron  deteetadas  por  oxidaci6n  de  luminol  (Supersignal  kit,  Pierce  Chem.   Co.)  y

autoradiografia.

2.2.17 Localizaci6n intracelular de HFE y DMTl par ndcroscopia cottif;ocal: C€kndas

Caco-2 controles y que sobrexpresan HFE fueron crecidas sobre cubreobjetos  por 7 d{as

en medio de selecci6n. El dia del experimento las celulas fueron lavadas 3 veces con

PBS-MC   (PBS,   Mgc12    1   mh4   Cac12   0,1   mro.   Luego   fueron   Fijadas   con

paraformaldehido al 4% en PBS-MC por 15 minutos y posteriormente lavidas 3 veces

con PBS-MC. Las c6lulas fueron permeabflizadas con Triton X-100 02% en PBS por 10
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minutos a temperatura ambiente y luego lavadas 2 veces con PBS-MC, gelatina 0,2%.

Las c6lulas se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente con anticuerpo anti-HFE

(I:1000)oanti-DMT1(1:1500)enPBS-gelatina.Selavaron6vecesconPBS-gelatinay

luego se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad con anticuexpo anti

1g G de conejo conjugada con fluoresceina (para REE) o anti 1g G de conejo conjugada

con  Alexa  fluor  488    (para  DMT1)  (1:1000)  en  PBS-gelatina  0,2%.  Finalmente  se

lavaron 6 veces con PBS-gelatina y luego  1  vez con PBS.  Secciones 6pticas de 2  prm

desde basolateral hacia apical fueron obtenidas en un mieroscopio confocal Zeiss MP40.

Las secciones fueron integradas usando el software del instrunento.

2.2.18EstudiosdeBiotindlaci6ndewtHFEyDMT1:C€kndasCaico-2®onttohes,rm;:REEy

IFTE-H63D fueron crecidas por 14 dias en insertos bicamerales de policarbonato de 4,52

cm2  (Transwell,  Costar)  en  medio  DREM,   10%  SFB,  penicilina/estreptomicina  y

fungizona. El dia del experimento, los iusertos fueron lavados 3 veces con PBS Ca"g

(Cac12  0,5  mM;  Mgc12  1,0  rfutry  ffio  por  5  minutes  en  agitaci6n.  Luego  se  agreg6

biotina (Sulfato de biotina, Pierce N° 21217) 200 mg/ml en DMSO (500 HL en apical 6

1500 )iL en basolateral). Se incul]6 por 30 minutos a 4° C en aaltaci6n, se lav6 con PBS

Ca/Mg y se agreg6 nuevanente biotina. Se incub6 por 30 minutes adicionales. Las c6lulas

fueron lavadas nuevamente con PBS Ca/Mg y §e bloque6 por 10 minutos con NILcl 50

mM en PBS Ca/Mg y lav6 2 veces con PBS Ca/Mg. Para realizar la lisis, Ias membranas

fueron cortadas de los soportes y colocados en pocillos de 9,6 cm2. Se les agreg6  1 ml de

tanp6n lisis (Tris-Hcl 20 mM pH 8,0; Nacl 150 ul¢ EDTA 5 mM; BSA 0,2%; Triton
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X-100 1%, PMSF 2 ilM, mezcla de ilihibidores de proteasas lx (Sigma Co. N° P8340)) y

se  incul)6  For  rna  hora  a  4°   C  en  agtaci6n.   La  precipitaci6n  fue  realizada  con

estreptavidina irmovili2ada Pierce N° 20349). Para ello 60 prl de estreptavidina (50%) se

incub6con1mldetamp6ndelisisporunahoraa4°Cenagitaci6n.Luegosecentrifug6a

1.500 rpm por 1 minuto. Se elimin6 el sobremdante y al precipitado se le agreg6 40 prl de

SDS 10%. Esta soluci6n de estreptavidina fue agregada junto con el precipitado a un tubo

de 1,5 ml e incubada en aStaci6n a 4° C por rna noche. Las muestras fueron centrifugadas

por 1  minuto a 1.300 rpm. AI precipitado se le agreg6  1  ml de tanp6n de lisis, se agrto

erferdcamente y centrifug6 a 1.300 rpm. El precipitado fue lavado 1 vez con tamp6n TP H

(Tris-Hcl 20 mM, pH 8,0; Nac1150 ch¢ EDTA 5 mM; BSA 0,2%; SDS 0,1%), luego 1

vez con TP H Crris-Hcl 20 rfu¢ pH 8,0; Nacl  150 mM; EDTA 5 ch¢ BSA 02%) y

finalmente 1 vez con TP IV (Tris-Hcl 20 mM, pH 8,0). Al precipitado de estreptavidina se

le agreg6 30 ul de tanp6n de carga 5x y hervido a 100° por 5  ninutos. El sobrenadante fue

cargado en un gel PAGE-SDS 8%.

2.2.19 Estudios de captaci6n y tra[asporte de Fe-Tf en presencia de p6ptidos Sinfdicos

de HFE..  Con el  objeto  de  estudiar la interacci6n  entre REF y RTf,  se  sintetizaron

a3josynthesis, Inc, CA) los p6ptidos del domihio orl  de la proteina REE (dominio de

interacci6n con RTD.  Ambos  p6ptidos  jncluyen la histidina-63,  la  cual  se  encuentra

mutada  en  la  proteina  HFE-H63D.   La  secuencia  de   los  peptidos   fue:   A:   NH2-

LSLFEALGYVDDQLFVFYDEE-COOHy8:NH2-DEESREVEPRTPWSSRIS-

SQ-COOH. Para realizar los experimentos, despu6s de dos pasajes de cultivo en botellas
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con 55Fe, las c6lulas Caco-2 controles y REF fueron crecidas por 12 a 14 dias en insertos

bicamerales  de policarbonato  de 0,33  cm2  (Trams.well,  Costar)  en medio  Iscove,  10%

SFB bajo en Fe suplementado con diferentes concentraciones de 55Fe. Apo-transferrina

foe  cargada  a  saturaci6n  con  59Fe  (1:2.2  mol:mol)  segdn  fue  descrito  por  Nthez  y

colaboradores (1996).  El dia del  experimento, las  celulas fueron lavadas con tamp6n

salino    y    luego    incubadas    con   tampon    salino,    suplementado    con    diferentes

concentraciones  de Tf-59Fe en el  lado basolateral  (rango 0,065  a  1,50  prM Tf-5ftye) y

tamp6n salino en el lado apical. Las c6lulas fueron incubadas a 37 °C por diferentes

periodosdetiemio(la60minutos)ylacaptaci6ndeTf-5apefuedetehida}avandoel

iuserto 3 veces cob PBS suplementado con 1 mM EDTA helado. Un extracto celular fue

preparadoagrega|dol00prLdetanp6nlisis.Enelsobremdantesedetermin6proteinas

Por el  m6todo  de

intemalizaci6n de

Lowry,  la  radioactivided  del  5Te-Tf en  un  contador  Gamma.  La

Fe-Tffueexpresadacomopmolesde59Fe-Tf/mgdeproteinas.

2.2.20. Estudios de la vida media de DMT1:

4j Rr-PCR Seur!.c#¢##.£¢fl.vo.   Celulas Caco-2 silvestres y transfectadas con wtlIfE y

HFE-H63D  fueron  crecidas  en  pocillos  de  9,6  cm2  como  antes.  Al  dia  6,  fueron

incubadas con 5  pug/ml  de Actinomicina D (AMD) por diferentes  periodos de tiempo

(rango 1 a  48 horas). Luego, se purific6 ARN con TRlzol (Gibco). EI ARN purificado

fue precipitado con isopropanol y lavado con etanol 70%. La pureza y rendimiento del

ARN total fueron deteminadas espectrofotomedcamente. Para realizar el RT-PCR se

utiliz6 los partidores: DMrl-429 5 '-CCTGTGGGCGATGGTGGA-3 ' y DMrl -674 5 '-
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CATATCCAAATGTGAGGG-CC-3'.     Se  utiliz6   1   prL  de  CDNA  para  25   prL   de

reacci6n, que consisti6 de:  1  prL CDNA; 2,5  prl,  de tamp6n  lox;  0,75  ul MgcL2 (50

mM); 0,5 prL dNTIPs (10 pr); 0,5 HL partidor 1 (10 "); 0,5 prL partidor 2 (10 prM) y

0,25 Taq DNA polinerasa (I,25 U/prL). El programa utilizado fue: 3 min a 94°C, I min

a 94°C,  1 min a 50°C,  1,5 minutos a 72°C,  10 minutos a 72°C,  10 minutos a 4°C.   Se

detuvo la reaccj6n en los ciclos 20, 22, 24, 26, 28, 30 y 32.   Como control se utiliz6

actina y se usaron los partidores act-5; 5 '-GTCGTCGACAACGGCTCCGGCATGTG-

3 '  y  Act-3;  5'-GCCAGCCAGGTCCAG-ACGCAGGATGG-3'.  Para  realizar  el  RT-

PCR de actina, el CDNA fue diluido I:20 y se utiliz61  prL en la mezcla reacci6n. Para

realizar el RT-PCR se utiliz6 el programa de DMrl. Se mezcl6 2 prL RT-PCR DMT1; 2

iiL RT-PCR actina y 0,5 iiL de tamp6n de carga lox y fmalmente 2 prL de esta mezcla

fueron cargadas en un gel de agarosa I,3%.

A) JVorffeerf! BJof.  C5lulas Caco-2 sjlvestres y transfectadas con wtHFE y HFE-H63D

fueron erecidas como se describi6 en el panto anterior. Con las c5lulas se purific6 ARN

total  con  TRlzol  (Gibco)  con  el  objeto  de  realizar Northern  blot  con  los  metodos

tradicionales  (Sambrook  et  al.,  1989).  En  breve,  20  pug  de  ARN  de  c6lulas  Caco-2

controles, wtlIfE y IIFE-H63D  fue separado en un gel de agarosa 1,5% denaturante y

luego transferidas a rna membrana Hybond-N (Amersham Phamacja Biotech).   Luego

fue hibridadr a una sonda de DMrl  antisentido de ARN-32P, la curl fue obterida con

los   partidores:   DMrl429   5'-CCTGTGGGCGATGGTGGA-3'   y   DMrl-674   5'-,

CATATCCAAATGTGA-GGGCC-3 '.  Ademds,  se  estudi6  el  ARN  del  transportador

DMTl  en presencia de  5  .Ltg/ml  actinomicina D (AMD).  Para ello,  50.000  c6lulas/ml
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c61ulas Caco-2 controles, wiREE y FIFE-H63D fueron sembradas en pocillos de 9,6 cm2,

al  cuarto  dia en  cultivo,  las  celulas  se  incubaron  con actinomicina D  por  diferentes

periodos de tiempo (0- 24 horas). En los distintos periodos de tiempo, se purific6 ARN

total y se realiz6 Northern blot segdn fue descrito anteriormente.

2.2.21 Estudios de interacci6n eitire HFE, DMTl y HTf:  Pa:Ia, Ieati:ZRI ct esrfudio de

interacci6n entre DMTl y IIfE  hemos utilizado tres metodologi'as:

1)  Doble  hibrido:  para  ello  se  utiliz6  el  Kit MATCI"AKER  GAL4  Two-Hybrid

System  3  (Clontech  Lab.,  Palo  Alto,  CA).  En  breve,  CDNA  de  IIFE  y  DMTl  fue

clonado en:  1) DMTl  y RTf en pGBKT7 y 2) DMT1, RTf, HFE y REF-H63D  en

PGAD:rT7 . Se uhiliz!b ta cepaYlg] (MATcb ura3-52, his3-200, ade2-101, trpl-901, leu2-

3,112,  gal44u met,  gal80L,  URA3::GalluAs-GALI"ulACZ), +a c;:uar orece en rnediD

YPDA y cuando son transformadas con los respectivos plasmidios crecen en el medio de

selecci6n minimo base  Synthetic Dropout (SD) (Clontech) -Tap/-Leu (Clontech).  Las

levadura Y187 fueron transformadas por el metodo de acetato de litio con 0,2 pug/{ul de

los  plasridios  PGB-DMTl  o  PGB-RTf y PAD-RTf,  PAD-REE,  PAD-HFE-H63D  o

PAD-DMT1.   100  prL  de  las  levaduras  transformadas  fueron  sembradas  en  placas

SD/agar  e  incubadas  a  30°  C  hasta  por  5  dias.   En  las  placas  donde  se  obtuvo

crecimiento, se realiz6 determinaci6n de P-galactosidasa en papel filtro directanente en

las colorias de la placa. Las colonias positivas para P-galactosidasa fueron crecidas a

30°  C  por  16  a  18  hrs  en  medio liquido  SD  con  el  objeto  de  preparar.extractos  de

proteinas. Con los extractos proteicos se realiz6 western blot con el objeto de verif]car la
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presencia de  las  dos  protefnas.  Para  deteetar  la proteina  codificada por  el  plasmidio

PGB-DMTl  o  PGB-RTf se  utiliz6  como  anticuerpo  primario  anti  c-Myc  y  para  las

proteinas codificada por los plasmidios PAD-RTf, PAD-HFE, PAD-HFE-H63D o PAD-

DMrl se utiliz6 coino anticuexpo primario anti IIA. Como anticuerpo secundario se us6

anti 1g G de rat6n conjugada con peroxidasa.

2) Coinmunoprecipitaci6n de wtRTE y DMTI: Para ello, c6lulas Caco-2 controles,

wlREE y RTE-H63D fueron sembradas en iusertos bicamerales (24 mm diinetro) por

14 dfas con medio DMEh4 10% SFB, con cambio de medio cada dos a tres dias. El cia

del experimento, se agreg6 35.S (200 prci/iuserto) e incub6 las celulas por 4 horas a 37°C.

Luego  las  celulas  fueron  lavadas  2x  con PBS-Ca"g  a?BS;  1,3  mM  Cac12;  I  mM

Mgc12)  I  mM PMSF.   Luego, se prepar6 un extracto celular con tamp6n lisis q'BS-

Cawig,1% Triton X-100, 1.mM PMSF, mezcla de irfuibidores de proteasas) e se incub6

por 1 hr a 4°C en balancin. El extracto fue centrifugado a 14.000 rpm por 5 min a 4°C.

Al sobrenadante se le agreg6 550 HL de proteina A-sefarosa (50 HL proteina A-sefarosa

en  500  prL  de  inmunomix  [1°/o  SDS,  1%  Trit6n X-100,  0,5% BSA  en PBS  0,5  mM

Cac12,1,0 mM Mgc12]) e incub6 por 2 horas a 4°C. Los extractos fueron centrifugados

por 1 min a 14.000 rpm. El sobrenadante fue incubado con anti IRE a anti DMTl por

14 horas a 4°C y luego se le agreg6 50 HL de proteina A-sefarosa e incub6 por 2 horas a

4°C   y   30   minutos   a   temperatura   ambiente.   Finalmente,   los   extractos   fueron

centrifugados y lavados 2x con inmunomjx y 2x con PBS-Ca/Mg, se les agreg6 40 prL

de tampon de carga 5x, hervidos por 5 minutos y cargados en un gel PAGE-`SDS 8%.
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3) Sedimentaci6n en gradiente de sacarosa. Se prepar6 extractos de c5lulas controles,

wtHFE y HFE-H63D incubando las c5lulas con Tris-salino-1 mM EDTA por 15 minutos

a  37  QC.  Luego  las  c6lulas  fueron  lavadas  con  Tris-salino  sin EDTA.  Se  tom6  rna

alicuota de 10 prL para determinaci6n  de proteinas y los extractos fueron alicuotados y

congelados a -70 °C hasta su procesamiento.   Se prepar6 2 tipos de gradientes lineales

de Sacarosa 5-25%: a) con Nacl (0,5 M) y b) Sin Nacl. Se carg6 1 mg de proteinas de

cada extracto y se centrifug6 por  14 horas a  100.000  g a 4  °C.  Luego  se  colect6  12

alicuotas de 450 [IL y se tom6 25 prL para deteminaci6n de proteinas. Las frocciones

fueron corridas en geles de PAGE-SDS al 8% y luego transferidas a nitrocelulosa como

se desc.ribi6 anteriormente. Finalmente se realiz6 western blot para IIFE y DMI'1.

2222 ,4ndJtszs' eis*crd!'st.co:   Las variables fueron medidas en triplicado y los experimentos

fueron repetidos al memos dos veces. La variabilidad entre los experimentos fue menor a

20%. Anova de una via fue usado para medir las diferencias en promedios y  t-student fue

usado para las comparaciones.  Las diferencias fueron consideradas  significativas  si p <

0.05.
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3.1  Morfolog{a celular en c6lulas Caco-2 que sobrexpresan HFE.. Con ct ortyedIVo de

deteminar si la morfologia celular se ve afectada en el modelo utilizado, se estudi6 por

microscopia confocal la morfologfa de las c61ulas Caco-2 controles, wlllFE y IFTE-H63D

cultivadas en medio de selecci6n. La figura lA muestra rna inagen del contomo de las

c6lulas  estudiadas,  tomada  con  microscopia  confocal,  a  12  ;rm  desde  la  membrana

basolateral.  No  se  observaron  diferencias  morfol6gieas  entre  las  c5lulas  controles  y

transfectadas. Al realizar analisis densitometrico, no se observaron diferencias estadisticas

en el diametro y en la altura de las c5lulas Q7igura 18). La altura promedio ± DE fue de

24,14 ± 2,11 prm y 24,09 ± 2,04 prm y 23,79 ± 126 Hm para las c6lulas controles y wfflfE

y IRE-H63D  respectivanente. El diinetro en las c61ulas controles fue de 10,69  ± 0,93

Hm, en las c6lulas wfflfE fue de  10,18 ± 0,55 prm y de  10,72 ± 0,85  prm en las c61ulas

HFE-H63D. El analisis densitom6trico mosfro que las c51ulas Caco-2 morfol6gicamente

no son cilindricas, mds bien semejan palitroques, es decir, extremo superior e inferior

mas delgados que ]a zona medial.

Figura  1: A) Morfologfa de celuhs  Caco-2  transfeetadas  con IIFE:  C6lulas  Caco-2
controles y que sobrexpresan wlEIFE y IIFE-H63D fueron crecidas sobre cubrechjetos  por 7
dias en medio de selecci6n. El cia del experimento, las c6Iulas fueron tedidas con DCFDA,
(Moleeular Probes, Eugene, OR). Secciones 6pticas de 2 [im desde basolateral hacia apical
fiieron obtenidas en un microscopio confocal Zeiss NI40.
8: Analisis densitom5trico del eje apicaL-basolateral y Mbdelo de las c6Iulas en esfudio.
Secciones 6pticas de 2 lam desde basolateral hacia apical fueron obtenidas en un microscopio
confocal Zeiss NI40. Las secciones fueron integradas usando al software del instrunento.
Mediciones  de  diinetro  y  alto  fueron  obtenidas  directanente  desde  ]a  pantalla  de  la
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Diinetro (Lm) Altura (rm)

XDE XDE

Comoles                I 10,68        0,9 24,14         2,11

wRE1 10,16         0,5 24,09       2,04

REH63D           i 10,72        0,8 23,79        I,26

General                     I 10,54         1,7 24,01         1,83

C
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3.2 Expresi6n de la proteha HFE en c¢lulas Caco-2 que sobFexpresan wtHFE y HRE-

ff6jD:ConelobjetivodedeterminarlosnivelesdelaproteinarmEenlascelulasCaco-2,

la expresi6n de la proteina wtREE fue evaluada en las c6lulas controles y en las c6lulas

wlHFE (6 clones diferentes) y REF-H63D (5 clones diferentes). Una proteina de un peso

molecular aparente de 47,5 kDa fue detectada con el suero auti-FEE (Figura 2). El analisis

deusitom6trico revel6 que la nasa de ITE en el  extracto de  c5lulas trausfectadas  con

wlHFE y IIfE-H63D fue 2 a 3 veces mayor que en las c6Iulas controles.

FTgure 2:  minunodetecci6n de HFE en c6lulas  Caco-2 que. sobrexpresan HFE.
Extractos celulares de c6lulas Caco-2 control, wtREE y HFE-H63D fuerori sometidos a
inmunodetecci6nporWestemblotusandounanticuerpopoliclonalcontraelC-teinal
de RE.

I i

i      fig5aRE   fi±    `ffiREr    ##ERE     *iHE#iBIB    Snl##B;iiB.a    `se`  L47,skDai!

L.---,_ i___-'r------------.---`-_^r_
|Contro]            C12 C|| C|0 c9                C2                  CI     I

Clones de wtHFE
(

._ ___.'1

j 'i+`Hdr+  `-I+ ++  I-   -Iiir  -I?i +rfuna

CBC7 C6

(

! _c5._-_       C4_Ili-oil-roi_-
aones de IirE-H63D
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3.3 Contenide iutracelular de Fe en c6lulas Caco-2 que sobrexpresan wtHFE y IIFE-

H63D:  Ya que el nivel de Fe intracelular es un importante regulador de la absorci6n de Fe

en las c5Iulas Caco-2 (Alvarez-Hemindez et al.,  1994; Tapia et al.,  1996), deteminamos

el contehido de Fe intracelul.ar en las c6lulas controles y en los diferentes clones de wtFTE

y IRE-H63D cultivados por 14 dr'as en botellas y luego 14 dies en iusertos bicamerales con

distintas concentraciones de Fe extracelular.  La figura 3A muestra que la concentraci6n

intracelular de Fe en los controles aument6 cundo aunieut6 el Fe en el medio de cultivo.

Sin embargo, en los clones de celulas wlllFE, la concentraci6n intracelular de Fe aunent6

levemente, siendo diferente estadisticamente (PCO,00 I) de las c6lulas controles en todas las

concentraciones estudiadas. Los clones de c5lulas IHE-H63D se comportaron de manera

similar  a  las  c6lulas   controles  (P>0,05).   La  figura  38   muestra  los   promedios   de

concentraciohes de Fe intemo en las distintas concentraciones de Fe estudiado, tan{o para

las  c6lulas  controles   como  para  los   clones  de   celulas   wllHE   y  REF-H63D.   La

concentraci6n  promedio  de  Fe  intracelular  aunent6  en  las  c5lulas  controles  cundo

aumentolaconcentraci6nds55Feenelmedioextracelular.Laconcentraci6nintracelularde

55Fe (nmoles/mg proteinas) aunent6 desde 0,191 ± 0,031; 0,678 ± 0,082;  1,574 ± 0,197 y

2,863 ± 0,287 cuando el media extracelular contenia 1 prM; 5 prh¢ 10 prM y 20 giv4 de 55Fe,

respectivamente (Figura 38). Sorprendentemente, los clones de las celulas FEE teni'an rna

concentraci6n  intracelular  de  55Fe  marcadamente  disminuida  to<0,001)  en  todas  las

concentraciones de Fe extracelular estudiadas. I,as c6lulas REF cultivadas en I prh¢ 5 pr;

10  !iM  y  20  iiM  de  55Fe  presentaron  un  conteni.do  intrace]ular  de  5Se  (nmoles/mg

proteinas)   de   0,032   ±   0,043;   0,115   ±   0,028;   0,264   ±   0,042   y   0,620   ±   0,131,
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respeetivanente. En las celulas transfectadas con HFE, el contenido de Fe intracelular fue

mds  de 4  veces menor comparado  con las celulas controles transfectadas con el  vector

pcDNA3. El contenido intracelular de Fe en las c6lulas IITE-H63D fue muy similar a las

c6lulas controles. EI Fe intracelular aumento desde 0,074 ± 0,114;   0,410 ± 0,220;  1,342 ±

0,275  y  2,525  ±  0,468  (nmoles/mg  proteirms)  cuando  el  Fe  en  el  medio  extracelular

aunent6 desde  1  prM; 5  prM;  10  iiM a 20  HM de 55Fe, respectivanente. Desde ahora en

adelante, los resultados mostrados corresponden a los obtenidos con los clones wlrmE C2

y IRE-H63D C7.

Figura  3:  Contenido  infrocelular  de  Fe  en  c¢lulas  Caco-2  que  sobrex|)resan
wtHFE y HFEL1163D.
A) Fe intracelular individual:  C6lulas Caco-2 contl.oles y diferentes clones de
wtHFE  y  HFE-H63D:  Las  celulas  fueron  crecidas  en  por  14  dias  en  insertos

:i#,er5¥:%C6On2omH#bi:?5f:.PL°un:Cg:bL:nrat£:#?]M£Md:]L95°f°esd¥=u£]aTae:nted:
contador beta. La granca muestra los riveles de 55Fe intracelulares como froci6n de
las diferentes concentraciones de 55Fe en el medio de cultivo.
8)  Contenido  intracelular  promedio  de  F€  en  las  c€lulas  controles  y  en  los
diferentes  clones de c6lulas wtHFE y HFE-H63D.

A   .aeaal±gil
-enrol-HFEHcol,HHH..I-Ill           1111

1111
§.0                              100                              2o'o

Fe Eltracelular, ilM
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3.4 Determinaci6n del contenddo de hierro reactivo (LIP) :  El coITtewido de Fe [caictivo. se

define como el  Fe intracelular que se encuentra unido con baja afinidad a componentes

celulares,  el  curl  es  altamente  disponible para las  necesidades metab6licas  de  la  celula

(proteinas   heme,   citocromos,   enzimas   mitocondriales,   nticleo   sulfuro-ferroso   de   las

proteinas IRP), para almacenaje en ferritina y para transporte al medio basolateral (Meyron-

Holtz  et  al.,  1999;  Kakhlon  et  al.,  2001).    Razonando  que  la  disminuci6n  del  Fe  total

intracelular se reflejala en bajos riveles de contenido de Fe reactivo, se determin6 el LIP

en las celulas Caco-2 controles, wtFTE y IIfE-H63D. Las c6lulas trausfectadas con HFE

presentaron un LIP marcadamente reducido (Figura 3). Asi, estas c6lulas tenian un LIP de

178  ±  78  unidades  arbitrarias  de  fluorescencia  (UAF)  (promedio  ±  DE,  n  =  21).  En

contraste, las c6lulas controles presentaron un LIP de 899 ± 129 UAF (promedio ± DE, n =

20). EI LIP en las c6lulas rmE-H63D fue de 833 ±  135 UAF (promedio ± DE, n = 26).
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Asi,  las  determinaciones  de  55Fe  intracelular  y  de  LIP,  revelaron  que  las  c6lulas  que

sobrexpresan ITE tienen un pool de Fe intracelular varias veces mds pequefio que en las

celulas controles y IFTE-H63D.

Figure 4.  Determinaci6n del contenido de Fe  rmctivo (LIP). C6lulas  Caco-2
controles,  wtHFE  y  HFE-H63D  fueron  crecidas  en  cubreobjetos  por  7  dias  en
DMEM,   10  %  SFB.  EI  LIP  s6  determin6  por  medicidn  del  apagamiento  de
Calceina.  SIH  es  un  quelador  permeable  que  toma  el  Fe  desde  el  complejo
calceina-Fe  aumentando  la  fluorescencia  de  la  calceina.   El  nivel  del  LIP  es
directamente proporcional al aumento de la fluorescencia de la calceina inducido
por el SIH. La figura muestra trazos representativos de fluorescencia de calceina
intracelular en las c6lulas Caco-2 estudiadas.

Control wlirife
USD rf: f#

AUF

X ± S D,  n # 24

899 ± 129

833 ± 13S

HRE      un,ulNryirun rrJ~   1T8±98
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3.5 Niveles de Receptor para trausiferrira y Ferritina..  Ba;jas r[ivctes de Fe ±r[tracctular

y de LIP  deberian activar el  sistema mp/IRE,  resultando  en niveles  aumentados  de

receptor para trausferrina y disminuidos de fenitina (RIausner et al., 1993). De hecho, en

monocitos circulantes de pacientes con IH se ha descrito que este sistema tiene mayor

actividad que c6lulas no HH (Cairo et al.,  1997). De acuerdo con esta descripci6n,  se

observ6   que   los   niveles   de   RTf  se   encuentran   aunentados   en   c61ulas   Cato-2

transfectadas con REE domparados con las c61ulas controles (p<0,001) (Figura 5A). Por

densitomedia se determin6 que la masa del RTf en las c6lulas wtHFE fue 4,5 ± 0,5 y 5,5

± 0,6 veces mayor que el RTf en las celulas controles y HFE-H63D, respectivamente.

Figura  5A;  Receptor  para  transferrina  en  c6Iulas  Caco-2  transfectadas  con
wtHFE:  Extractos  de proteinas  de  c61ulas  Caco-2  control,  wlFIfE  y  mE-H63D,
fueron coridos en geles PAGE-SDS  8% e irmunodetectados por western blot para
RTf utilizando un anticuexpo monoclonal (OKT9).

30   pug                                                                45  pug                   +?i

esrm|ir+"      J---vgiv--jLRTf

-ControlwtHFEin-1163DCoiitro]tvtHREHFE-H63D

47kD-_ _      _        _  a--Actina

Los niveles de ferritina fueron signiflcativamente menores (p<0,05) en las c6Iulas

HFE comparadas con las c5lulas controles (Figura 58). La concentraci6n intracelular de
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Fn en las c6lulas ITE fue de 42.3 ± 7.1  nmol/mg proteina versus 55,7 ± 8,6 rmol/mg

proteina en las celulas controles. En las celulas HFE-H63D la concentraci6n intracelular

de   Fn   fue   de   62,5   ±   4,3   nmol/mg   proteina,   resultado   que   no   fue   diferente

estedisticamente  de  los  controles  (p>0,05).  A  pesar  de  que  la  diferencia  entre  los

controles y HFE-H63D con wtHFE fue sighificativa, valores menores de Fn intracelular

eran esperados debido a la regulaci6n traduccional del   ARNm de la Fn por el sistema

mp/IRE (Klausner et al.,  1993), mediada preferentemente por RP2, por la regulaci6n

transcripcional (Tsuji et al., 2000) y por la concentraci6n intracelular de Fe (Gdrate and

Nthez,  2000),  Estos  resultados  en  su  conjunto,  es  decir,  mayores  niveles  del  RTf y

menores niveles de Fn intracelular nos indic6 una mayor actividad del sistema IRP/IRE

en las  celulas wllIfE.

Figure 58. Ferritina intracelular en c€lulas Caco-2 transfectadas con HFE:  La
concentraci6n  de  ferritina intracelular  en  celulas  Caco-2  controles,  wtHFE  o  HFE-
H63D fue determinada por un ensayo de ELISA.  Valores son promedio ± SD de 6
determinaciones indapendientes.

•56o*isocO!4oif=3of=.:E2ob10
;!,,;I.t`-,
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3.6 Estul}os de los nivales de las pratdna[s IRP: Im'i'iii:nodetecci6n de mp: Corn ct clkycho

de  determinar  si  la  expresi6n  de  las  proteinas  RP  se  modifica  por  efecto  de  la

sobrexpresi6n de la proteina REF, exfractos de c5lulas Caco-2 controles, wtREE y REE-

H63D  fueron  sometidos  a  inmunodetecci6n  de  RP  con  un  anticuelpo  antiLIRP  que

reconoce a los aminofcidos 707 al 721 del extremo carboxilo terminal. En la figura 6, se

observa  que la masa de las proteinas IRPs fue mayor tanto en las c6lulas que sobrexpresan

wtlRE (2,9 veces) como en las HFE-H63D (2,6 veces) con respecto a las celulas confrole§.

Este resultado  mos  indic6  que  la expresi6n de las  proteinas  RPs,  que  participan  en la

regulaci6n traduccional de las proteinas involucradas en el metabolismo de Fe se encuentra

aumentada.   Nuestro   siguiente   paso   fue   vcr   si   este   aunento   en   la   expresi6n   se

correlacionabaconunanmentoenlaactividaddeestasprotofnasreguladoras.

Figura 6: hmunodetecci6p de has proteinas mps. Extracto proteicos de c6lulas Caco-2
controles, wtHFE y HFE-H63D se analizaron por Western blot usando anticuelpo anti-
RP  (0,5   rLg/inl).  Las  bandas  de  proteinas  se  det?ctaron  por  quimioluminiscencia  y
antoradiografia. Las bandas se cuantificaron por densitometria (softyare Sigmascan). El
anticuexpo  reconoce  dos  proteinas:  IRP2  (105  kDa)  e  IRP1  (98  kDa),  que  no  fueron
evide.ntes quando se incubo sin anticuexpo primario o secundario. Gel representativo de 3
ensayos indep endientes.

A
|sprg                                               3b ng

I      -----                                        ,   I                               i---=-l[
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3.7 Esndios de la acti:vidad de las proteli`ias IRE: Ensayo de activided: Pa;IEL de;fygHrinAI §i

este leve aumento en la expresidn de las proteinas mps en las c6lulas que sobrexpresan

REF, esfuch-anos la actividad de uni6n de las proteinas mps al elemento mE.  Se utiliz6 el

plasrfudio PSPT-Fer (3.104 pb) Q7igura 7A) el curl   ]leva inserto rna secuencia de 28 pb

del RE de la real6n 5' no codificante del ARNm de la cadena H de la ferritina humana. La

actividad de uni6n de RP a RE se observa en la figura 78.  Las lineas  1  a 7 muestran

extractos incubados con la sonda RE en ausencta de P-mercaptoetanol y ]as lineas 8 a 14

los mismos extractos incubados en presencia de a-mercaptoetanol. La incubaci6n con P-

mercaptoetanol mos da rna aproxinaci6n de la actividad total obtehida de las proteinas IRP

j7z vz.fro. Al deteminar la actividad de uni6n de las proteinas mp por medio de ensayos de

retardo de movilidad en gel qlgura 78), se observd que las c6Iulas wt}IfE presental]an un

porcentaje de actividad de RPs mayor (117,6 ± 13,3 %) que las c6lulas controles (96,i ±

.5,9 %) ® < 0,05) y IIFE-H63D (85,7 ± 14,7 %). Esta mayor actividad de RP en las c5Iulas

wrmE  se  conelaciona  indirectamente  con  ]a  concentraci6n  intracelu]ar  de  Fe,  Fn  y

directamente con los in-veles de RTf y DMrl  en estas c6lulas.  Sin embargo, c    ndo se

estudio la raz6n entre la actividad de RP/ actividad total (%), se observ6 que las c6lulas

wtREE presentaron la menor raz6n (82,1 ± 9,1) comparadas con las c5Iulas controles (loo

%) y las c5lulas IHE-H63D (105,9 ±  10,8). Este resultado  significa que la actividad de

uni6n de IRP al elemento RE  en ]as c5lulas wtllFE se encuentra totalmente activada

Figura 7: Ensayo de actividad de uni6n a mE de fas proteinas IRPs:
A) Plasmidio PSPT-Fer. El plasmidio PSPT-Fer con la secuencia IRE, foe lin6arizado con
BanHI y se realiz6 transcripci6n in  vjfro.  I  ng de proteinas fue inoubados en ausencia o
presenciade2%deP-mereaptcetanoLsemezcl6con2|iLdetranscritoeinonb6por30mina
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3.8 Ekperimentos de captaci6n y tranxporte de S9Fe-NTA..  L& dismrfu"c;j!bn den co"tenido

de Fe intracelular observedo en las c61ulas trausfectadas con HFE podria ser debido a urra

disminuci6n en la captaci6n del transporte de Fe. Sin embargo, la mayor actividad de IRP

de las c6lulas wlRTE predecian rna mayor expresi6n del RTf y DMTl, y por lo tanto rna

mayor captaci6n de Fe por estas c6lulas.  Similarmente la activided de IRP de las c6lulas

ITE-H63D predecian rna captaci6n de Fe intemedia, entre las celulas controles y wtrmE.

Asi, se determine la cin6tica de captacidr apical y transporte de Fe en estas celulas. Para

ello,lasc6lulascontroleswtHFEyHFE-H63Dfueronorecidaspordossemanaseninsertos

bicanerales con  diferentes  concentraciones  de  55Fe  en el  medio  de  cultivo.  El  dfa del

experimento, las celulas fueron lavadas con MOPS-salino e incubadas con 5  LLM de 59Fe.

En estas condiciones se dctermin6 las cineticas de captaci6n (apicalngelula) y transports

(apical - basolateral) de 59Fe.   Como era de esperar en celulas intestinales controles, que

regulan la absorci6n de Fe, las celulas controles con baja concentraci6n intracelular de Fe
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mostraron altos niveles de captaci6n de 59Fe y celulas con altos niveles de Fe intracelular,

mostraron menores velocidades de captaci6n (Figura 8A, cuadrados rojos). En contraste, la

captact6n de Fe en c6lulas wtlIfE foe muy baja en las concentraciones de Fe estudiadas

comparadas con las celulas controles to<0,001) y no mosfro diferencias significativas entre

ellas  GPO,05)  arigura  8A,  circulos  amarillos).  I.as  celulas  IHE-H63D  tuvieron  un

comportamiento may simular a las c61ulas controles  (Figura  8A,  cuadrados azules).  Al

graficar las velocidades de transporte desde apical hacia basolateral de 5ife como funci6n

de la concentraci6n iutracelular de 55Fe se observa la tipica curva de decaimiento para las

celulas controles Crapia et al.,  1996) y IIfE-H63D Q7igura 88, cuadredos rojos y azules

respectivamente),  mientras  que  el  transporte  apical  de  5ape  en  las  c61ulas  ITE  fue

cousiderablemente mas bajo que la cin6tica en las c6lulas controles  ®<0,05). y no fueron

diferentes entre ellas (p>0,05) (Figura 6C, cfroulos amarillos).

Al  graficar  el  curso  temporal  de  la captaci6n apical  de  Fe,  se  observa  que  la

captaci6n en las c6lulas wfflfE fue sigrificativamente menor (p<0,001) comparada con las

c61ulas controles y IIFE-H63D (Figura  8C).    El curso temporal de transporte apical -

hasolateral en las celulas Caco-2 controles, wlREE y IIfE-H63D se observan en la Figura

8D.  El transporte  apical - basolateral  fue  estadisticamente  diferente  (p<0,05)  entre  las

c6lulas controles y IIFE-H63D con las c6lulas IHE`  Si observamos los valores veremos

que la mayor parte del Fe captado por las c5lulas wlREE fue trausportado hacia el lado

baso]ateral.
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§FgigeTrpao:.c€]:,`:ic%Sa::2Ca#::::taadpica:oyntrHaEiT°g6e[ula££C8;£a.S2°.::eirtra:I:s:
ih"FE y HFE-H63D  fueron crecidas en insertos bicamerales en DMEM,  10%

§:rB'[S:P6[oenftu¥o°sCc°onn5;F;#.;9i£°]3P%)ri:¥o:5;#,:%:::#Tinfu(b]*¥)ap3o:0:
lado apical del inserto.

£!.g:i:£C::eesctr¥T:;6cnina6Pj:gddee5::;t:i:ei'¥p:£a:e-?9g:e£°£:ex#:;oqun¥eFT;
concentraci6n intracelular de Fe.
8)  Cindica  de  transporte  apical-basolateral  de  59Fe  en  c6lulas  Caco-2   que
sobrexpresan   HFE.   La   grarica  muestra  las   cineticas   de   transporte   apical-
basolateral de 59Fe como funci6n de la concentraci6n intracelular de Fe.  C6lulas
Caco-2  controles  (cuadredos  rojos),  wtHFE  (circulos  amarillos)  y  HFE-H63D
(cundrado s azules).
C) Curso temporal de captaci6n apical de 59Fe.
D) Curso temporal de transporte apical-basolateral de 59Fe.
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u`iF0.
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3.9 Ekeperineutos de captaci6n y trausporte de 59 Fenscorbato:   Cono se otog6iv6 en eh

capitulo anterior, la captaci6n apical y el transporte apical-basolateral de Fe se encontraba

disminuido en las c61ulas HFE. Una posible 9xplicaci6n para este resultado podr'a ser un

actividad disminuida de la reductasa de la membrana apical del enterocito.  Por lo tantp,

para descartar esta posibilidad, realizanos estudios de captaci6n y transporte\ de 5ftye en el

estado reducido +2. Para ello, las c5lulas controles, `wtREE y ITE-H63D fueron crecidas

por dos  semanas  en insertos  bicanerales  con diferentes  concentraciones  de  5fye  en  el

medio de cultivo. El dia del experimento, las c61ulas fueron lavadas con MOPS-salino e

incubadas  con  5  HM  de  59Fe-ascorbato  con  el  objeto  de  mantener el  Fe  en  su  forma

reducida. A modo de coniparaci6n, la figura 9A, muestra como es la captaci6n apical de

Fe+2'(Fe-ascorbato)yFe+3(Fe-NTA)yFe+-3¢e¢itrato).SeobservaquealmantenerelFe

en su forma reducida, la dispohibilidad de Fe para el transportador aunenta y por lo tanto,
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la captaci6n apical de Fe se incrementa en un factor de aproximadamente 3 veces en estas

celulas.  Sin embargo,  cunndo  el  Fe  es  mantenido  en  su  forma  oxidada,  (Fengitrato)  la

disponibilidad del Fe para su transporte se ve muy reducida y por lo tanto la captoci6n

apical tambich disminuye. La figura 98 muestra la cirfetica de captaci6n apical y la figura

9C el curso temporal de captaci6n apical de Fe.  Similarmente a los resultados obtenidos

con  Fe+3-NTA  y  a  pesar  que  los  valores  de  captaci6n  apical  en  las  celulas  wtl-IFE

aumentaron por efecto de la disponibilidad de Fe+2, la captaci6n siempre fue menor en las

celulas HFE que en las c61ulas controles y IIfE-H63D.

5F9]LgeT+Zap:;:eFueLtiscacfceorga£:ancsEf:t:££csa:oyncErsEo.:€eTulpaosr%]a:oe.2Cacpontotrc#ens,a#F]Ed;
HFE-H63D fueron crecidas en insertos bicanierales en DMEM,  10% SFB, suplementado

§°;:€ii¥e:i;:is:i:c°*¥:i:p¥i;;¥°§je:a:;::r;ij+:i:;::¥%ieiiai;°:c;:;;.¥:*r:::::£:;;::x°o:n±:leo:n:nF;euL::
concentraci6n intracelular de Fe.
C) Curso temporal de captaci6n apical de 59Fe en c6lulas incubadas con 5 HM de Fe en el
medio de cultivo.
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3.10  Niveles  del  trausportador  DMTI..  La,  captoc±6n  apical   de  Fe  pox  Las  c€+ulas

intestinales es mediada por el transportador de membrana DMT1  (Andrews,  2000).  Por

splicing altemativo de DMT1,  se produce un DMrl  sin motivo  IRE y  un DMTl  con

motivo HRE en el extremo no traducido 3' de su ARNm (Lee et al.,1998).  La captaci6n

apical  de  Fe  podria  ser  consecuencia  de  una  expresi6n  disminuida  o  una  actividnd

disminuida de DMT1. Al determinar la expresi6n de la proteina por analisis de Western

blot,  se  observ6  un  aumento  de  4  veces  en  la  nasa  de  DMrl  en  las  c6lulas  que

sobrexpresan wiITE y 2 veces en las celulas REEIH63D al compararlas con las celulas

controles (Figura 10A y loo). El aunento en la nasa de DMrl es predecible en las celulas

HFE debido a los bajos riveles de Fe intracelular y LIP y a la elevada actividad del sistema

IRP/IRE. Esta observaci6n descarta la posihilidad que rna disminuida captaci6n apical de



65

Fe en las c6lulas que sobrexpresan IIFE sea oriSnada por rna disminuci6n en la expresi6n

de DMrl  y sugiere fuertemente que rmE regula en rna forma negativa la actividad de

DNI1'

Para  comprobar  la  especificidad  del  anticuerpo  anti  DMT1,   se  preincub6  el

anticuerpo  anti  DMTl  con el  p6ptido  de  DMrl  utilizado  para  producir  el  anticuerpo.

Observamos que este es especifico para DMI`1  ya que la banda de 67 kDa desaparece.

(Figura 10C).

Figure  10.  Inmunodeteeci6n  de  DMTl  en  c6lulas  Caco-2  que  sobrexpresan
HFE:  A)  Inmunodeteeci6n  de  DMTl:  Extractos  celulares  (40  ng  protein)  de
celulas Caco-2  controles o HFE  fueron sometidas a inmunodetecci6n DMTl  por
Western  blot  usando  un  anticuerpo  policlonal  contra  el  segmento  C-temiinal
DMT1,  isoforma IRE.  Como control de carga,  las membranas  fueron lavadas en
condiciones de alta fuerza i6nica y reprobedas con anti actina.
8)  Anflisis densitom€trico de las inmunodeteeciones de DMT1  (n = 4).
C)  Esfudios  de especificidad  dcl anticuerpo anti DMTl:  Competencia con el
p6ptido de DMTl .

C              wtHFE     HFE-H63D

DMT1-         +\"~'       -`====1       .111~+      -67kDa
'as`

Actina..        :====::=`       ..=====--      i:==+       -47kDa
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3.11  Estudios  de  deglicosilaci6n  de  DMT1..    corifirmacidn  de  la  masa  molecular  de

DAIrr.. AI realizar el western blot de DMrl  deteminamos que esta proteina tiene una

peso molecular aparente de 67 kha con rna banda menor de 65 kDa. Para determinar si el

grado  de  glicosilaci6n  de  DMTl  producia  un  canbio  en  su  migraci6n  electrofoietica,

realizamos  estudios  de  deglicosilaci6n  (Figura  llA).  Se  observ6  un  leve  cambio  en  la
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migraci6n de DMTl  de 2 a 3 kDa, 1o cual esta de acuerdo con los dos po§ibles sitios de

91icosilaci6n   presentes   en   el   trausportador   deducidos   de   su   secuencia   peptidica.

Similarmente, la aptiria mosfro un leve cambio en la migraci6n (1-2 kDa).

Figura 11: Estudio de   degli€osilaci6n: Confirmaci6n de la nasa molecular
de  DMTl.  Extractos  celulares  (50  ng  protein)  de  c6lulas  Cacol2  controle§,
wtHFE o HFE-Ii63D fueron someddas a deglicosilacidn utilizando las siguientes
enzinas: NANase 11; O-Glycosidasa y PNGasa F. (kit Enzinatic Deg|ycoaykation
rat; Glyco, Novato, CA) e irmunodetecci6n de DMTl por Western blot usando
un anticuexpo policlonal contra el segmento  C-terminal DMT1,  isoforma IRE.
Como  control de  carga,  las membranas  fueron lavadas  en  condiciones  de  alta
fuerza  salina  y  raprobadas  con  anti  actina.  8)  Gel  PAGE-SDS  de  extractos
sometidos a deglicosilaci6n: Tinci6n Comasie blue

A
C ontrol            wtHFE           HRE-H 63D

I                                                                    11                                                                    11                                                                   1

+                                  +                                     +                                 Degli cosilaci6n1'1-I

•'                                                   `s-,                    `5*``,..,,,-.--.-`.-,`             .--.I,I.i         -`'.,,            ,.-`--t-,                         ,.

I                            „                                  -:-.-'`             .                I-                                    .`                                 ,                 ---.-~-                         ,            .
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3.12 Estudios de la vida i'nedia del trausportader DMT1. Con ct ct>Serfuo de date;:rrri:inAI

si el aumento en la nasa del transportador DMrl por efecto de la sobrexpresi6n de la

proteina IHE era debido a un cambio  en los niveles  del transcrito  del  transportador

DMT1, se analizaron los niveles de ARNm por RT-PCR semicuantitativo y Northern

blot.  En la figura  12A,  se  observa un  gel  de  agarosa tefiido  con bromuro  de  etidio

representativo  de  los  productos  de  PCR  obtenidos.  Al  realizar  deusitometria  de  las

bandas (n=4) Q7igura 128), se observ6 un aumeflto en el ARNm de DMI`1 en las c61ulas

wtHFE y IFTE-H63D con respecto al ARNm de las c6lulas controles a < 0,05), similar

al efecto observado con la proteina de DMT1, aunque de menor magivtud.

La figura 12C, muestra un Northern blot de ARN de DMTl obtenido de c51ulas

controles, wtREE y IHE-H63D. Claramente se observa rna mayor nasa del ARN del

transportador   DMI'1   en   las   c6Iulas   wiEIFE   y   REF-H63D.   AI   realizar   analisis

deusitometrico y corrigiendo por actina, el increlnento en la nasa del ARN de DMTl en

las c6lulas wllIfE y IHE-H63D fue de 2,7 y 1,9 veces, respectivanente. AI incubar las

c6lulas con actinomicina D y realizar Northern blot para DMI'1, se observ6 que la nasa

de ARN  de  c6lulas  wtITE  y IHE-H63D  fue mayor que  la de  las  c5lulas  controles

(figuras  12D y  12E).  Este resultado  confirma el  resultado anterior y por lo tanto,  la

sobrexpresi6n de IIfE produce un aumento tanto  del ARNm como de la proteina de

DNI1.



Figura 12: Esfudio de la vida media de] ARN mensajero de DMTl:
A) RT-PCR en c6lulas controles, wtlFTFE, HFE-H63D. C6lulas Caco-2 controles,
wtl.IFE y HFE-H63D fueron crecidas en placas de 6 pocillos por 4 dias en DMEM,
10% SFB, 5  LiM Fe. El cia del expedmento, las celulas fueron lavndas con tanp6n
salino e incubadrs con actinomicina D (5 ug/inl) por diferentes periodos de tiempo
(0.24 h).
8) Anansis densitom6tico (n = 4) de geles de RT-PCR.
C)AndisisdeARNporNorthemblotullizandounasondadeDMT1-32P,Cadapocil|o
fue cargado con 20 Ltg de ARN total.
D) Andisis de ARN por Northeni blot de celulas Caco+2 controles,  wlHFE y HFE-
H63DutilizandounasondadeDMT1-32PenpresenciadeactinomicinaD(5pg/inl).
E) Anilisis densitom6thco (n = 2) de Northern blot de DMTl .
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3.13 Estudios de captaci6n y transporte de Fe y Cu en presencia de Oligomcle6tidos

a!H/J.stz#tr.do de Djl4H: Para comprobar que la captaci6n de Fe por parte del enterocito es

un  proceso  mediado  per  el  transportador  DMTl,   se  realizaron  experimentos   de

captaci6n  de  Fe  en  presencia  de  oligonucle6tidos  antisentido  de  DMI'1.  Como  se

observa en la figura  13A,  obtuvimos tres tipos de respuesta con los oligonucle6tidos

antisentidos para DMT1.  Un primer grupo compuesto por el  oligonucle6tido MA2 el

cual no produjo inhibici6n en la captaci6n de 5*e (91% de la captaci6n con respecto del

control). Un segundo grupo compuesto por MA3, TN1, TN2, TN3 y TN4 en los cuales

se observ6 rna inhibict6n intermedia (entre un 76 y 620/o de la captaci6n respecto del

control) y el antisentido MA1  (circulos amarillos), el cual produjo la mayor inhibici6i

en la captaci6n de Fe (18% de la captaci6n con respecto al control).

DMrl es un transportador de metales divalentes, con potencial para transportar

Fe, Cu, Cd, Zn y hth (Gunshin et al., 1997). En la figura 138 podemos observar que el

oligonucle6tido  antisentido  MAl  jnhibi6  la  captaci6n tanto  de  5ape  (82%)  como  la

captaci6n de 64Cu (52%)  con respecto de la captaci6n del control, rna demostraci6n que

DMTl  es el prindpal transportador de Fe y que el transporte apical de Cu. en c6lulas

Caco-2 es efectundo, a lo memos en un 50%, por DMT1.

Figura   13:   Captaci6n   apical   y   transporte   de   Fe   y   Cu   en   presencia   de
oligonucledtidos anti DMI'l :
A)   Captaci6n   apical   de   59Fe   por   c6lulas   Caco-2   controles   en   presqucia   de
oligonucledtidos antisentido de DMI-1. Las celulas fueron crecidas por dos semanas
en insertos bicamerales con membranas de policarbonato en DMEM, 10% SFB. Tres
dias  previos  al   experimento   de  tranaporte  las  c61ulas   fueron  transfectadas   con
oiigori-ac!e6tidos aritisentidos como se descrihi6 en m6todos. El dia del experimento,
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las  c5lulas fueron incubadas  a 37°C por  I  a 60 minutos con  10  prM  59Fec13  como

3°)m%:I;:a5:[F6en-NTap4c(a:2a2e) P5°9rF:1 1;d°caa€icalpdo:I inc:#:;   caco.2   en   presencia   de
oligonucle6tidos antisentido de DMT1. Las c6lulas Caco-2 controles fueron cultivadas
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3.14  Estudios  de  captaci6n y  ira;:Iaporte  de  Cu  en  c6lulas  Caco-2  con  disdutas

co#ce„Jr¢cz.or!es' dc Fe z.„tr¢ceJWJar.. Sf DMrl es un transportador fisiol6stco de Cu en

celulas Caco-2, en funci6n del principio de homeostasis celular, el transporte de Cu podria

ser regulado por los niveles celulares de Cu Para probar esta hip6tesis, se detemin6 la

cin6tica de captaci6n apieal  y transporte  de Cu en  estas  celulas.  En  celulas  controles,

wire y HE-H6.3D crecidas por dos semanas en iuseltos bicamerales con diferentes

concentraciones de 55Fe en el  medio de cultivo.  En estas  condiciones  se  determin6  ]as

cin6ticas de captaci6n y transporte de 64Cu (Figura  14).  Al  graficar las  velocidades de

transporte apical de 64Cu como funci6n de la concentraci6n intracelular de 5Se se observa

la  tipica  curva  de  decaimiento  para  las  celulas  controles  y  FIFE-H63D  (Figura  14A,

cuadrados rojos y azules respectivamente), mientras que la cin6tica de transporte apical de

64Cu en las c6lulas FIFE foe considerablemente mas bajo que la cinetica en las c6lulas

controles to<0,001). Al considerar solanente los valores de la cin6tica de captaci6n de Cu

en las celulas wtRE, estos no fueron diferentes entre ellas (p > 0,5) (Figura 14A, circulos

anarillos).

Similarmente a lo observado con el transporte de Fe, las c6lulas IIFE mostraron un

transporte de 64Cu cousideral)1emente menor que las celulas controles (Figura 148, circulos

amarillos), en tanto que las c6lulas IRE-H63D presentaron velceidades de transporte de Cu

sinilares a las c61ulas controles (Figura 148, cuadrados azules y rojos respectivamente). EI

curso temporal  de  transporte de Cu apical  y apical - basolateral  en  ]as  c6Iulas  Caco-2

controles, wtRTE y IIfE-H63D se observan en la Figura 14C. El transporte apical de las

c51ulas wlFTE fue sigrificativamente menor ®<0,01) que las c5lulas controles, en tanto
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entre `las distiutas c6lulas estudiadas,   en las c¢lulas wtREE fue menor que en las celula.s

controles y IRE-H63D.

Figura 14: Captaci6n apical y Transporte apical-Basolateral de 64Cu por c6lulas
Caco-2 que sobrexpresan wtHFE y HFE-H63D. C6lulas Caco-2 coritroles, wtHFE y
HFE-H63D fueron crecidas por dos semarias en insertos bicanerales con membranas

free:o°££Cinarcbu%nft::3D7¥proi[]°°:°6SoFB±uTo¥:5£e.]E{Hdi#e;:XpPo¥=+0;]a¥£:ill::
reacci6n fue parada lavando los insertos con PBS/I mM EDTA. La radioactividad de
lag membranas y del medio basolateral fue contada en un contador beta.
A) Cinetica de captaci6n apical de 64cu.
8) Curso temporal de captaci6n apical de 64cu.
C) Curso temporal de transporte apical-basdlateral de 64Cu.
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3.15 Estudios de competencia en la captaci6n y transporte de Fe en preseneia de Cu:

Con el objeto de determinar si existe competencia entre Fe y Cu por el transportador

DMT1,  se realizaron estudios de transporte de 59Fe en presencia de Cu (1 : 10; mol.mol).

Como  se  muestra en  la figura  14,  la presencia de  cobre  en el  medio  de transporte,

produjo  una  inhibici6n  tanto  en  la  captaci6n  apical  como  en  el  transporte  apical-

basolateral, lo que se ve reflejado en los curso temporales de captaci6n apical @igura

15A)  y transporte  apical-basolateral  (Figura  158).  Con  el  objeto  de  deteminar  una

cin6tica de inhibici6n de la captaci6n entre Fe y Cu, se realiz6 estudios de competencia

entre Fe (5  prM  55Fe) y un rango anplio de concentraciones de Cu   (0,01 - 1000 prh®

(Figura 15C).  Se observ6 rna inhibici6n de un 50% en la captaci6n de Fe cuando la

concentraci6n extracelular de Cu fue de 6,8 prM. Cuando la relaci6n Fe:Cu era de  1 :,10

respectivamente, la inhibici6n en la captaci6n de Fe fue de un 80% aproxinadanente.

Las cineticas de inhibici6n de la captaci6n apical y de transporte apical-basolateral de Fe

por Cu (relaci6n 1:10, respectivamente), se observa en las figuras 15D y 15E. Se observa

que   la   cinetica   de   captaci6n   apical   de   Fe   es   inhibida,   especialmente   a   bajas

concentraciones  de  Fe  intracelular  esta  inhibici6n  puede  alcanzar  a  un  70%.   Sin

embargo, en la cin6tica de transporte apical-basolateral, mfs que una inhibici6n, 1o que

se  observa es  un transporte  dependiente  de  la  disponibilidad del  elemento,  pues  las

pendientes de las cineticas de transporte en los controles como en la competencia, son

muy similares.

Figura 15: Captaci6n apical y transporfe apical-basolateral de 59Fe en presencia de
Cu por c6lulas Caco-2. C6lulas Caco-2 fueron crecidas en insertos bicamerales en medio

Pas¥6fia:0:y°£:uBb':::I:g%8dfrc:na5:Eeiianu:o°s°c':na52#9£eEdg#ei)e;P5##d°:



76

Cu (Cu-His) por el 1ado  apical del iuserto.  La radioactividad de las membranas y del
medio basolateral foe contada en un contador beta.
A)  Cprso  temporal  de  captaci6n  apical  de  Fe  (sinbolos  ceITados:  control;  simbolos
abiertos: Fe-Cu).
8) Curso temporal de transporte apical-basolateral (sinbolos cerrados: control; sinbolos
abiertos: Fe-Cu).
C)  Cin5ticas  de  captaci6n  apical  de  Fe  (5  prM  59Fe)  en presencia de  concentraciones
crecientes de Cu (0,01 -1000 prM, en la forma de Cu-his).
D)   Cin5tica  de  transporte   apical-basolateral   (sinbolos   cerrados:   control;   sfmbolos
abiertos: Fe-Cu).
E) Cin6tica de inhibici6n de captaci6ri entre Fe y Cu.
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3.16 ELpresi6n de lti proteli'ia  pe-nderoglobuliira en cdlulas Caco-2 que sobrexpresan

w£HFT j7 HIFE-H63D. Debido a que la expresi6n de la proteina IIFE en la membrana

plasmatica  es  dependiente  de  la  chaperona  P2-microglobulina,  rna  posibilidad  de  los

cambios  observados  por  la  sobrexpresi6n  de  IRE,  es  que  la  82-microglobulina  se
)

encontrara disminuida o ausente ?n estas c6lulas. Por ello, estudiamos la expresi6n de la

P2-microglobulina en las c5lulas controles, wlERE y FEE-H63D. La figrm 16A,  muestra

un western blot representativo para P2-M. Se observ6 que las c61ulas controles expresaban

P2-M, mds ath3 en las c61ulas` wtREE se encontrd un leve aumento en la expresi6n de P2-

M con respecto a las c61ulas controles y IHE-H63D.  A pesar que el aunento es de la

expresi6n de la P2-M fue solanente de  1,52  veces con respecto a las  c6lulas  controles

(Figura 168), esta diferencia fue estadisticamente sighificativa (P < 0,05). La expresi6n de

P2-M en las c51ulas IIFE-H63D foe menor que en las c6lulas controles en un 30%.
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3.17   Distribuci6n   del   trci:risportador   DMTl   y   HFE   en   c6lulas   Caco-2   que

sodrerpregfl!# /a prote!'Hfl! HFE.   Debido a que la sobrexpresi6n de IIFE produce una

fuerte disminuci6n de la captaci6n apical de Fe aun con niveles mayores de expresi6n de

DMT1, estudiamos la posibilidad que la sobrexpresi6n de HFE produrca un cambio en

la   distribuci6n   del  transportador  DMI`1.   Para  ello,   se   determin6   la   distribuci6n  .

apical/basola.teral de DMT 1 por biotinilaci6n.

La sobrexpresi6n de la proteina IHE produjo un cambio en la distribucidn del

transportador DMrl. La sobrexpresi6n de IHE y de IIfE-H63D indujo un aumento de

los niveles  de DMrl  en la membrana basolateral  a7igura  17A).    Se  observ6  que  la

sobrexpresi6n .de IHE y IIfE-H63D disminuye significativamente (p < 0,01) la relaci6n

apical/basolateral del transportador DMI`1 desde 2,5 UAF en las c6lulas controles a 0,99

y 1,34 en las c6lulas wlREE y IIfE-H63D respectivamente QTigura 178). Sin embargo,

esta disminuei6n en la relaci6n de distribuci6n apical/basolateral de DMrl inducida por

la sobrexpre§i6n de REE no explica la marcada disminuci6n en la captact6n apical de Fe

observada en las c51ulas wfflfE, ya que, a pesar de este cambio en la distribuei6n, atn se

puede  visunlizar  niveles  normales  del  transportador  en  la  membrana  apical.  Asi,  la

redistribuci6n de DMT1, no se seria la causa directa de la disminuci6n  en la actividad

de captaci6n apical de Fe y por lo tanto otro(s) mecanismos deben'an estar involucrados

que pemitan expljcar la marcada disminuci6n de la captaci6n apical de Fe observada en

las c6lulas wtHFE.
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La  sobrexpresi6n  de  IIfE  en  las  c6lulas  Caco-2,  produjo  un  cambio  en  la

distribuci6n   del   transportador  DMrl.   Fue   de   interes   entonces   determinar   si   la

sobrexpresi6n de IIFE produce un cambio en la distribuci6n de la protef na HFE en si

misma. La sobrexpresi6n de RTE en las celulas wtITE indujo un aumento de los niveles

de  HFE  en  la  membrana  apical  (Figura  17C).    La  sobrexpresi6n  de  ITE  aument6

sigrificativamente (p < 0,01) 1a relaci6n apicalfoasolateral de la proteina ITE,  desde

0,75 UAF en las c61ulas controles a 1,42 UFA en las c61ulas wrmE qigura 17D). La

relaci6n  apicalfoasolateral  en  las  c6lulas  IIfE-H63D  (0,65  UFA)  fue  similar  a  la

observada en las  c6lulas  controles.  Este  aunento  en la relaci6n apicalfoasolateral  de

HFE, podria explicar el efecto de la sobrexpresi6n de ITE sobre el la captaci6n apical

de metales a trav6s del trauspor[ador DMI'1.

Como  control  de  la  distribuci6n y  de  la  marcaci6n  con biotina/estreptavidina,

realizamos determinaci6n de la distribuci6n del receptor para transferrina en las celulas

controles, wtlRE y RE-H63D. EI RTf es rna proteina que se localiza en la membrana

basolateral  de  las c6lulas  Caco-2  quughson and Hopkius,  1990;  Ndiez  et  al.,  1996).

Como  se  observa  en  la  figura  17E,  la  distribuci6n  de  RTf  en  estas  c61ulas  fue

exclusivamente en la membrana basolateral, lo que mos permiti6 aseguramos por un lado

que  la  metodologia  empleada  fue  adecunda  y  por  otro  lado,  los  cambios  en  la

distribuci6n de DMrl y IHE es un efecto de la sobrexpresi6n de la proteina RE en las

celulas unE.
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Figura 17. Distribuci6n de DMrl  y HFE en c6lulas  Caco-2  que sobrexpresan la
Proteina HFE.
A)  Hxpl.esi6n  de  DMTl  en  las  membranas  Apical y  basolateral.  C6lulas  control,
wtHFE y HFE-H63D crecidas en insertos fueron biotinflados apical o basolateralmente.
Extractos celulares fueron preparados y pregipitados con estraptavidina inmovilizada. Los
precipitados fueron resueltos en gel PAGE-SDS 80/o y DMTl fue reconocido por Western
blot.
8) An.ansis densitom6trico. La disdibuci6n de DMTl fie cuantificada por anansis de
intensidad  de  bandas  usando   el  programa  Quantity  One   software   @ioRad).   Los
resultados  fueron  expresados  como  la  relaci6n  de  distribuci6n  de  DMI`l   entre  las
membranas apical y basolateral ®romedio ± DE; n = 3).
C) Expresi6n de HFE en las membranas Apical y basolateral. Las membranas de A
fueron reprobad.as con anticuerpo contra HFE.
D) Anahiis densitom6trico. Cuantificaci6n por deqsitometria de la distribuci6n de IIfE
foromedio ± DE; n = 3).
E) Expresi6n de RTf en membrana apical y basolateral. En' c6lulas tratadas como
antes, se realiz6 Western blot contra FTf, utilizando un antiouerpo monoclonal anti RTf
(OKT9).
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3.18  Ituannolocalizaci6n de HFE  en c6lulas  que sobrexpresan la proteina wtHFE y

HFE-H63D: Con el objetivo de dcteminar la localizaci6n intracelular de la proteina IIfE,

se  realiz6  inmunolocalizaci6n  de  la  proteina  HFE  en  estas  c6lulas  y  se  visunliz6  por

microscopia  confocal  (Figura  18).  La  figura  18A  muestra  un  imagen  a  6  pun  de  la

membrana basolateral, y los circulos representan los bordes de las celulas. En ella se puede

observar que en las celulas Caco-2  controles y ITE-H63D,  la prcteina IIFE se localiza
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principalmenteenlamembramplasmaticabasolateral,mientrasquelasc61ulasChco-2que

sobrexpresanlaproteinawllREpresentanunainmunolocalizaci6npreferentementemedial

sin  poder  determinar  si  esta  localizaci6n  es  en  la  membrana  plasmftica  o  a  nivel

intracelular.  AI  analizar  la  distribuci6n  en  el  eje  apical-basolateral  (donde  las  elipses

delimitan  la  c6lula),  se  puede  observar que  en  las  c6lulas  controles  y  REE-H63D,  la

distribuci6n es preferentemente basolateral, sin embargo en las c61ulas wtHFE  se observa

un desplazamiento  de la localizaci6n en el eje basal-apical  hacia medial y apical  en la

c6lulaq7igura188).Lairmunolocalizaci6ndelRTf,proteinareconocidamentebasolateral,

se muestra con fmes comparativos. Igual distribuci6n se observa en la inmunolocalizaci6n

de IRE-H63D.   Al cuntificar las secciones basolateral-apical obtenidas por microscopia

confocal, se observa que la proteina FEE en las c61ulas controles y RTE-H63D se lcoaliza

principalmente  a nivel  de  membrana basolateral,  en  canbio  en las  celulas  wtREE,  1a

proteina se localiza pincipalmente a nivel medial en la celula, ya sea en la membrana 6

intracelularmente (Figura 1 8C).

La figura 18D, muestra un modelo propuesto de la distribuci6n de la proteina RTE

en las celulas controles, wtlHE y IJFE-H63D, en base a los estudios de biotinilaci6n e

inmunolocalizaci6n.  En  las  c6lulas  controles,  ITE  se  localiza  principalmente  en  la

membrana basolateral y en un menor poreentaje en la membrana apical. Sin embargo, en

las c61ulas wtllFE, la proteha FEE se distribuye tanto en la membrana baso]ateral, como

apical, sin descartar un posible localizaci6n intracelularmente. La sobrexpre.si6n de rmE-

H63D, produce rna disdibuci6n de la proteina principalmente en la membrana basolateral

yunpequefioporcentajesedistfrouyeenlamembranaapical.
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Figura  18:  Irmunolocalizaci6n  de  HFE  en  celulas  Caco-2  que  sobrexpresan  la
proteina wtHFE y HFE-H63D.
A)  hmunolocalizaci6n  de ]a  proteina IIFE  en  c6Iulas  controles,  wtHFE  y  HFE-
H63D.  Las  c6lulas  fueron  fijadas  y  solubilizadas  como  se  describi6  en  m6todos  e
incubadas con anti-HFE seguido de rna incubaci6n con anticuelpo anti 1g G-FITC.  La
localizaci6n de HFE fue visualizada siguiendo la fluorescencia del FITC por microscopfa
confocal. Fotografiia tomada a 6 im de la membrana basolateral,.
8) hmunolocalizaci6n en el eje baso]ateral-apical Secciones 6pticas de 2 Hm desde
basolateral hacia apical fueron obtenidas en un microscopio confocal Zeiss hff40.
Las secciones fueron integrndas usando el software del instrunento.  Se utiliz6 al
RTf como control de localizaci6n basolateral.
C) Distribuci6n ce]ular de HFn  El eje basolateral-apical de c6lulas Caco-2  controles
(n=20);  wtHFE  (n=20)  y  HFE-H63D  (n=20)   fue  divididos  en   13   secciones  y  la
fluorescencia relativa de cada secci6n fue deteminada por analisis  densitom6trico.  La
fluorescencia  total  de  cada  c6lula  fue  normalizada  a   loo  previo  al   calculo  de  la
fluorescencia relativa como rna fimci6n de la posici6n basolateral-apical.
D)  Modelo  propuesto  de  distribuci6n  de  la  proteina  HFE  en  las  c6]ulas  Caco-2
transfectadas.

Apical
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3.19  Ittrmrolocalizaci6n de DMTl en c6lalas que sobrexpresan la proteine wtHFE y

jzFE-H63Z):  En las c61ulas controles y ITE-H63D, DMI'1 se distribuy6 preferentemente

en la membrana plasmatica y en el eje medial-apical. La inmunolocalizaci6n de DMTl en

las celulas que sobrexpresan wtFTE fue principalmente a nivel medial, sin poder definir si

esta localizaci6n es membrana plasmatica o intracelulannente. En las c6lulas controles y

IRE-H63D  se  localiz6  principahaente  a  nivel  medial  y  levemeute  en  la  membrana

plasmatica qigun  19A).  En el eje basolateral-apical, DMrl  en las celulas controles y

rmE-H63D se localiz6 en la zona medial y apical, mientras que en las c61ulas `hrmE se

observ6  un  leve  desplazamiento  de  DMI`1,  localizandose  preferentenente  en  la  zona

medial-basolateral de la celula (Figura 198). Al cuantificar las secciones basolateral-apical

se observ6 que DMI'1  en las c51ulas controles y ITE-H63D se ubic6 principalmente a

nivel medial-apical.  ha distribuci6n de DMTl  en las  celulas wtlHE present6 rna leve

redistibuci6n con respecto a las c6lulas controles, esta localizaci6n fue preferentemente

basolateral-medial (Figura 19C).

La figura 19D, muestra un modelo de la distribuci6n del transportador DMTl basado

en  los  resultados   de  biotinilaci6n  e   inmunodetecci6n.   En  las   c5lulas   controles,   el

transportador DMrl se distribuye principalmente en la membrana apical, aunque existe un

porcentaje que se localiza intracelularmente. Sin embargo, en las c6lulas wtHFE, DMrl se

redistribuye desde la membrana apical hacia la zona apical/medial e intracelularmente. La

distribuci6n de DP`AIl en las c61ulas FEE-H63D es similar a las c61ulas controles, aunque

existe rna mayor expresi6n de la proteina en estas celulas.
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Figura  19:  Inmunolocalizaci6n de DMTl  en c€lulas Caco-2  que sobrexpresan la
proteina wtHFE y IIFE-H63D.
A) Inmunolocatizaci6n de la proteina DMTl en ctlulas confroles, wtHFE y IITE-
H63D. Las c61ulas fueron tratadas como se deschbi6 en mctodos y luego incubadas con
anti-DMTl  y  seguido  de  anticuelpo  anti  IgG-FITC.  I+a  localizacich  de  DMrl  fue
visualizada siguiendo la fluorescencia de FITC por microscopia confocal.
8) hmunolocalizaci6n en el eje apical-basolateral. Secciones 6pticas de 2 pun desde
basolateral hacia apical fueron obtenidas en un microscopio confocal Zeiss MP40.  has
secciones fueron integradas usando el software del instrunento. Se utiliz6 al RTf como
control  de  localizaci6n  basolateral.  Se  ulliz6  al  RTf cono  control  de  localizaci6n
basolateral.
C) Distribuci6n celu]ar de DMT1. El eje basolateral-apical de celulas Caco-2 controles;
wtlFTE y HFE-H63D fue divididos en 13  secciones y la fluorescencia relalva de cada
secci6n fue determinada per densitometria (n=20). La fluorescencia total de cada c61ula
fue nomahizada a 1 00 previo al calculo de la fluorescencia relativa como rna funci6n de
la posici6n basolateral-apical.
D)  Modelo  propuesto  de  inmuno]oca]izaci6n  de  DMrl  en  has  celulas  Caco-2
trausfeetadas.

Apical
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3.20  Estndios  de  iuternalizaci6n  basolateral  de  Fe-Tf  en  presencta  de  p6ptides

s..„£dr.cos  de  HFE..  El  dominio  Gl  de  IHE  es  reconocido  como  el  dominjo  que

interacciona con el RTf y fue de inteies estudiar el efecto de p6ptidos sinteticos de este

dominio sobre la velocidad de internalizaci6n de 5Te en la forma del compiejo Tf-59Fe.

Sintetizamos dos p6ptidos, ambos p6ptidos incluyen la histidina-63 la cual se encuentra

mutada en la proteina IIFE-H63D. La secuencia de los peptidos correspondi6 a A) NH2-

LSLFEALGYVDDQLFVFYDRE-COOH o  8)  NH2-DRESRRVEPRTPWVSSRISSQ-

COOH  y  con  ellos  realizamos  estudios  de  intemalizaci6n  de  59Fe  en  presencia  o

ausencia de estos peptidos de REF en las c6lulas controles, wtHFE y IHE-H63D.

AI incubar las diferentes tipos celulares con distintas concentraciones de 5Te-Tf,

el  p6ptido  A  no produjo  inhibici6n  en  la  captaci6n  de  59Fe  desde  Tf. en  las  c61ulas

controles ni ITE-H63D (Figura 20A). Valores menores eran esperados en las c6lulas

wtHFE, por un efecto sirferctco entre la proteina wtlIfE y el peptido A.  El p6ptido a en

cambio, produjo inhibici6n en la intemalizaci6n de 5Te tanto en los controles como en

las c5lulas IIfE-H63D, llevandolas a niveles similares de las c5lulas wtlIfE.

¥rfae:Aa::E£E:i::6:ee:::rainc::°in£:ce±6]:£:°stgeF:ad:¥Tyfe:o¥e::::°dro:ad=]
dominio Gl  de  HFE.  Efecto  de  diferentes  concenhaciones  de  Tf-S9Fe.  Celulas
controles,  wtHFE  y HFE-H63D  fueron  crecidas  en  insertos  bicanerales  en medio
DP\AIM,  loo/o  SFB,  5  prM  Fe.  El  dia  del  experimento,  fueron  lavadas  con tanp6n
salino  e  incubadas  a  37  °C  por  30' minutos  en  tanp6n  salino  suplementados  con
diferentes concentraciones de RTf-Tf-59Fe en  el lado basolateral  (rango  0,065  a  1,5
prM RTf-Tf-59Fe), en presencia o ausencia del pdytido A 6 8 de HFE.
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El estudio cristalografico de la interacci6n entre HFE y RTf (Bermett et al., 2000)

descentiv6   el   desarrollo   de   esta   investigaci6n.   Sin   embargo,   nuestros   resultados

confirman la importancia del segmento C-terminal de IHE en la interacci6n con RTf.

En la figura 208 se muestra la interaccidn entre IFTE y RTf (Bennett, 2000). En la figura

2081  se muestra la interacci6n IIfE-RTf. En la figura 2082   1os dominios oil  y Ch2 de

IIFE involucrados  en la interacci6n I.IFE-RTf y en  la figura 2083  las  secuencias  de

interacci6n  del  dominio  Chl   de  IITE  y  de  RTf.  En  linea  punteeda  se  visualiza  la

secuencia del peptido 8.
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Estudios de interacci6n eutre HFE y DMT1:

Durante el desarrollo de esta tesis, la interacci6n entre IHE y RTf  ha quedado

clarameute demostrada,  por lo que nuestro interes fue buscar una posible interacci6n

entre IRE y DMT1.   Aunque este objedvo no estaba inicialmente incluido en la tesis,

realizamos algunos estudios conducentes a probar esta posible interacci6n. Sin embargo,

hasta ahora, los resultados encontrados no son conclnyentes. A continuaci6n se muestran

algunos de los resultados obtenidos en la bdsqueda de esta interacci6n.

1) Ensayos con el sistema de doble hibrido.   Con el objetivo de determinar si existe

rna interacci6n Proteina-proteina entre  IIfE  y  el  transportador DMT1,  se  realizaron

ensayos de doble hibrido utiljzando el sistema MatchMaker Gal4 Two-Hybrid System 3

(Clontech Lab., Palo Alto  CA) en el  laboratorio del Dr.  Premsyl Ponka,  Lady Davis

Institute,  MCGill  University,   Montreal,   Canada.      En  este   sistema,   el  CDNA  del

transportador DMTl y RTf fue clonado en el plasmidio pGBKT7, el cual lleva inserto

rna secuencia de union a DNA. Los CDNA de DMI'1, RTf, wlllFE y IIfE-H63D fueron

ademas  clonados  en  el  plasmidio  pGADT7  el  curl  lleva  un  dominio  de  activaci6n.

Solamente  cuando  existe  interacci6n  entre  las  dos  proteinas  blancos  se  produce  la

activaci6n del sistema, 1o que se ve reflejado a trav6s del gen reportero, en .este caso fczc

Z. (Figura 21A). En este sistema, ambos plasmidios despues de la transformaci6n van al

ndcleo.
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Figtira  21A:  Modelo  del  sistema  de  doble  hmrido  MafehMaker  Gal4  Two-
Hybrid System 3.

Al realizar los ensayos de doble hibrido no observamos activaci6n del reportero.
\,

Aunque este resultado indica que no hay interacci6n entre las proteinas HFE y DMTl.

La falta de activaci6n del gen reportero puede deberse espectficarneute a problemas con

la  esrfuctura  secundaria  del  transportador  DMT1.   DMTl   presenta   12   segmentos

putativos de transmembrana, por lo que la interacci6n de algunos de sus dominios con

HFE podria estar impedida. Alternativamente, algunas prcteinas hforidas pueden no ser

establemente expresadas en sistemas de levaduras o pueden no localizarse en el ndeleo

de la levadura lo que no permitiria rna exposici6n de los sitios de interacci6n con la

proteina IHE.  Para proteinas  que  interacthan  nolmalmente  en la  superficie  celular,

quizas un sistema de exprest6n en phagos podia haber sido rna mejor elecci6n.  Sin

embargo, el sistema de doble hibrido ha sido utilizado para identificar interacciones de

proteinas en la membrana celular quuo et al., 1997; Ozenberg and Young, 1995).
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2) Coinmunoprecipitaci6n de wtHFE y DMrl. Una segunda foma para verificar rna

posible interacci6n entre proteina es la coinmunoprecipitaci6n.  Para ello extractos  de

c61ulas   Caco-2   controles,   wllIfE   y   HFE-H63D   fueron   inmunoprecipitados   con

anticuerpo anti ITE o anti DMI`1 por procedimientos estindares. Bajo estas condiciones

experinentales tanpoco fue posible observar una interacci6n entre estas dos proteinas.

Tres posibles causas podrian explicar este resultado negativo: i) los anticuerpos contra

HFE  y  DMT1,  ambos  preparados  contra  los  dominios  C-terminal  de  las  proteinas,

podrian disminuir la in{eracci6n REF-DMT1, 6 ii) la interacci6n REF-DMTl ocurre en

condiciones  celulares  (pH,  composici6n  i6nica,  proximidad)  no  logradas  en  nuestro

sistema  de  ensayo  y  iii)  1a  solubilizaci6n  con  detergentes  de  los  extractos  celulares

eliminaria la interacci6n entre IHE y DMT 1 .
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3) Sedimentaci6n en  gradiente de sacarosa. Un tercer procedimiento utilizado para

intentar verificar esta interacci6n entre la proteina IIFE y el transportador DMrl, fue

por medio de  gradientes lineales de sacarosa. Para ello, se prepararon extractos celulares

en ausencia de NP40,  con el  objeto de no producir la disociaci6n de  complejos  de

membrana.  Los  extractos  fueron  resueltos  en  gradientes  de  sacarosa  en  ausencia  o

presencia de Nacl, con el objeto de preservar putativas interacciones i6nicas entre las

proteinas. Posteriormente, alicuotas de cada.gradiente se sometieron a electroforesis en

geles PAGE-SDS y DMTl y HFE fueron detectados por metodologias de Western blot.

La inmunodetecci6n de las muestras obtenidas de los gradientes. de sacarosa sin NacI

permitieron identificar con anticuexpo anti DMrl rna banda de 67 kDa, probablemente

DMT1, principalmente en las fracciones 3, 4 y 5, en todos los tipos celulares estudiados.

Ademas, se observa rna banda de aproximadamente 110 kDa en las fracciones 4-6, que

es evidente en las celulas wtlIfE y IIfE-H63D, que podria corresponder aun complejo

de  DP\ITl  y  otra  proteina  en  un  compartimento  intracelular.  En  los  gradientes  de

sacarosa con Nacl se observ6 que este complejo de las fracciones 3-5  de 67   kDa se

disocia  y  fue  detectable  principalmente  en  la  fracci6n  3,  en  donde  se  observa  una

proteina con -un peso  molecular aparente  similar al  de DMTI  Q]igura 218).  Por otro

lado,  en los gradientes con alta fuerza i6nica el complejo de 110 kDa, ya no es aparente

en ninguno de los tres tipos celulares.  Este resultado mos indica que DMI`1 se encuentra

en mas de un compartimento. Ademds, suSere est6 interaccionando electrostaticanente

con  otras  proteinas,  ya  que   cuando   se  aumenta  la  fuerza  i6nica,   este   complejo

desaparece.
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Figura     218:     Sedinentaci6n     en     gradientes     lineales     de     sacarosa:
Inmunodetec€i6n  de DMTI.  Un mg de  extracto  de c6lulas  controles,  wtHFE y
HFE-H63D se cargaron sobre gradientes lineales de sacarosa 5-25% con Nacl (0,5
mho 6 sin Nacl   y se centrifugaron por  14 hr a  100.000 g a 4 °C.  Se colect6  10
alieuotas de 500 prL y 50 HL de cada fracci6n fueron cargadas en geles PAGE-SDS
9%. Se realiz6 inmunodctecci6n de DMTl segrin se describi6 anteriormente.
A) C61ulas controles con Nacl.
8) C6lulas wtHFE sin Nacl y con 0,5 M Nacl.
C) C5lulas HFE-H63D sin Nacl y con 0,5 M Nacl.
D) Densidad de las fracciones
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Al realizar la identificaci6n de IHE en las diferentes fracciones de los gradieutes

qigure  21C)  se  observ6  que  en los  gradientes  sin Nacl,  se observ6  rna banda que

coincide con el peso molecular aparente de FEE (47 kDa) en las fracciones 3-6 en los

distintos tipos celulares estudiados. Tambi6n es aparente rna banda de aproximadanente

110 kDa, principalmente en las fracciones 3 y 5. Al analizar los gradientes con Nacl, se

observ6 que el complejo de 47 kDa de las fracciones 3-6, se observa principalmente en

las fracciones 3 y 4. La banda de 110 kDa, tanbien se desplaz6 en el gradiente hacia las

fracciones 2 a 4, pero no desaparece como ocurri6 con el complejo de  110 kDa de los

gradientes  donde  se  estudio  DMT1.  Al  igual  como  se  describi6  anteriomente,  este

resultado muestra que HFE en los gradientes en ausencia de fuerza i6nica, sedimenta en

un rango amplio de deusidades, el cual se angosta en presencia de sal, 1o que seria una

indicaci6n que IIFE se encuentra en mds de rna fracci6n intracelular. La formaci6n de

un complejo de mayor peso molecular aparente, mos indicaria la probable interacci6n de

IIFE con otra proteina, presumiblemente DMT 1.

Figura     21C:      Sedinentaci6n     en     grndientes     lineales     de     sacarosa:
hmunodetecci6n de HFE.  1 mg de extracto de c6lulas controles, wmFE y HFE-
_H63D se cargaron sobre gradientes lineales de sacarosa 5-250/o con Nacl (0,5 mM) 6
sin  Nacl    y  se  centrifugaron  por  14  hrs  a  100.000  g  a 4  °C.  Se  colectaron  10
alicuotas de 500 uL y 50 prL de cada fracci6n fueron cangadss en geles PAGE-SDS
9%. Se realiz6 inmunodetecci6n de ITE segin se describi6 anteriormente.
A) C61ulas controles con Nacl.
8) C61ulas wtllFE sin Nacl y con 0,5 M Nac1.
C) C5lulas HFE-H63D sin Nacl y con 0,5 M Nacl.
D) Densidad de las fracciones
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Las  reservas  de  Fe  corporal  son  manteridas  relativamente  constantes  por  un

mecanismo regulatorio que limita la captaci6n de Fe desde el intestino de tal modo que

la iguala a las p6rdidas fisioldgicas. El modelo de absorci6n intestinal de Fe propuesto

actualmente por nuestro laboratorio (Gdrate and Nthez, 2000; Anedondo et al., 2001)

indica que el contenido de Fe reactivo (LIP) controla   a traves del sistema RE/RP la

sintesis de proteinas jnvolucradas en la absorci6n de Fe (Figura 22).

Figura   22:  Mecanismo  pl.opuesto  del  transporte  de  Fe a  travts  de la
c6]ula de epitelio intestinal: Regulaci6n por sistema IRpmE.

Apical Basolateral

EaRTf-Tf-Fe  OIIFE   -DMn  . Ferrltiu.   -I]erchiii.  -|regi

Niveles altos de RTf y DMIl  median la eutrada de Fe al compartimento de Fe

reactivo y al aunentar el LIP disminuye la actividad IRE/RP, 1o que se manifiesta como

un aumento la traducci6n del ARNin de la ferritina y un aumento en la degradaci6n del
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ARNm  del  RTf (Mullner et  al.,  1992;  Anedondo  et  al.,  1997).  Las  c6lulas  que  han

suffido este proceso se toman mds almacenadoras, por aumento del nivel de Fn y con

menor capacidad de incorporar nuevo Fe via endocitosis basolateral del RTf o captacidn

apical  por  el  transportador  DMT1.  Lo  contrario  sucede  cunndo  el  Fe  intracelular

disminuye, es decir, la actividad del sistema RE/Hap aumenta y con esto disminuye la

capacidad de almacenaje en Fn y se aumenta la actividnd de captaci6n de Fe mediada

por endocitosis del complejo RTf-Tf en la membrana basolateral y un aumento de la

captaci6n a traves del transportador DMrl en la membrana apical del enterocito Q]igura

23).

Figura 23: Mode]o propuesto pars la re]ati6n entre la concentraci6n
de Fe intracelular y la actividad de] sistema mp/mE en c€lulas de
epite]io intestinal Caco+2.

Apical

Basolateral

•  Feedufar Fn        II IJIP

La absorci6n regulada de Fe observada en las c6lulas de epitelio intestinal de un

individuo nomal, se pierde en las personas que sufren de hemocromatosis hereditaria

(IH) resultando en rna absorcidn de Fe aumentada. EI Fe es acumulado y se produce

dafio  en  6rganos  tales  como  higado,  pancreas,  coraz6n,  articulaciones  y  glindulas
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A menudo esta enfermedad se asocia a cirrosis, diabetes, alteraciones de las

96nadas y de la pigmentaci6n de la piel (Carlson and Olsson, 2001).   La concentraci6n

total nomal de Fe en el adulto es de aproximadamente 3,5 gr, formando principalmente

parte de la hemoglobina y almacenado en ferritina y hemosiderina.  Si se permite rna

acunulaii6ndeesteexcesodeFeporlargospenodosdetlempo,seproduciradioa

nivel de los 6rganos y cuando se realiza el diagn6stico, normalmente a los 50 afros de

edad,en!tiriundafioineversiblealos6rganosanteriormentemencionados,conseveras

consecuencias para la salud del individuo.

/

s mecanismos precisos por el cual las mutaciones en la proteina HFE producen

un aumehto en la absorci6n de Fe son pobremente comprendidos. La disminuci6n de la

::Lp:a?):ke::Pird:]aRTTff;::uec=?ar:::c=o::s::cr;:6eit¥o±Se¥t]en,u:)=ns:ed::

cambio eh 1a constante de disociaci6n de Tf por el complejo RTf-IIfE (Feder et al.,

1996; Lebron et al., 1998), la concentraci6n de Tf en el plasma sangulneo asegura rna

saturaci6h total del RTf, independientemente de la presencia de IHE. Por lo tanto, otros

aspectos

regulado

de

Para ello,

la regulaci6n intestinal de Fe deben estar comprometidos en la fill.

este  trabajo  probamos  la  hip6tesis  que  la  protefna  IIfE  silvestre  es  un

negativo de algunas de las etapas de la absorci6n intestinal de Fe y que esta

I se pierde con las mutaciones que dan origen a la hemocromatosis hereditaria.

estudiamos el efecto de la sobrexpresi6n de IIFE silvestre y HFE-H63D sobre
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elsiste+dehomeostasiscelulardeFeysobrelacapfaci6nyeltranspoftedeFepor

celulastiboepiteliointestinalcaco-2.

Este esun

stros resultados indican qLle IHE es un inhibidor de la actividad de DMrl.

nuevo descubrimiento que contribuye poderosamente a la comprensi6n del

mecanisino de regulaci6n del metabolismo de Fe y de la genesis de la hemocromatosis

hereditarila.LaproteinaIIFEhasfaelmomentotienedosfuncionesreconocidas:a)

iuteracci6n

Ambos

con el receptor para transferrina y b) inhibici6n del transportador DMI'1.

mecanismos no son opuestos y de hecho son complementarios.  La interacci6n

=a::T±e=t¥]±:ea::1;:::edDeNI=y:o:)sS:::Cant:nmde°:t°eme:)::i::::ed:°F:':±sroec=a]da:
I

delaTfinlavesfculaendociticaQTdfiezetal.,1990).Laperdidadeestaregulaci6nen
I

I

la IH reiulta en celulas con sobrecarga de Fe, como se observa en higado, pancreas,
I

corar6n}mtisculo.Encelulasdeepiteliointestinal,ladesregulaci6ndeltransporfador

:o=oL]rde¢S:;t=|:o::L6Td]:ICE:fae]nt:adse::]=::Ife:t:P;:alhad:I::'peoLs]::en::Pe:[ti:¥ar°=:

interacc+  directa  entre  la proteina IHE  y  el  transportador  DMT1,    aunque  se  ha

denostra¢o   su  presencia  en  vesiculas   endoofticas  y  en   la  membrana  apical   del

enteroci+  Las evidencias aqui mostradas, mos indican que existe un efecto regulador

=eo8]:::°|e:rqeuc:°ex°p][:u::e:;°']ntdeerac=n=r.eD:[=osnp°h:tda°raloL:Sde:ce:n=c::o°sS
IPostulanps tres posibles mecanismos de interacci6n entre IRE y DMT1. En el primero,

que  la  proteina IIFE  podria  ejercer su  efecto  inhibitorio  en la membrana
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apical, al interactuar fisicalnente con DMrl  (Figura 24-I). La presencia de IITE en la

membrana apical, mostrada en los experimentos de biotinilaci6n, avalan esta posibilidad.

El segundo mecanismo propuesto, implica un efecto inhibitorio en la ruta de biosintesis.

Ahi, HFE interactuaria con DMT1, bloqueando su   distribuci6n a la membrana apical

(Figura 24-2). La mayor distribuci6n intracelular de DMTl cunndo se sobrexpresa IITE,

avalan esta posibilidad.    Finalmente,  en el tercer modelo, IIfE  interactuaria con  una

proteina de la membrana basolateral (u), no identificada ace, desencadenando asi, una

cascada de activaci6n, tipo segundos meusajeros, cuyo efecto fmal seria la inhibicibn del

trausportador DMr 1 (Figura 24-3).

Figura  24:  Modelo  propuesto  para  la  acci6n  de  la  proteina  HFE  en  €1
metal.onsmo intrace]uhar de Fe on c€lulas de epitelfo intestinal

-lEEff
AncAL                       BASAL
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1. Caracterivaci6n de c6lulas Caco-2 que sobrexpresan la proteha, HFE.

Nuestra  primera aproximaci6n al estudio de la proteina IIfE y a su participaci6n

en el metabolismo de Fe en celulas Caco-2,  fue determinar si estas c6lulas expresaban

rna  proteina  IIfE  silvestre.  Para  ello,  a  partir  de  RNA  total  de  c61ulas  Caco-2,

obtuvimos el CDNA de IIfE, el cual fue clonado en el plasmidio de expresi6n pcDNA3 y

luego  secuenciado.  La secuencia del  marco  de  lectura  abierto  de  IIfE  mos  permiti6

confirmar que las celulas Caco-2 expresan la protefna FEE silvestre.

La transfecci6n  estable de  las  c5lulas  Caco-2  con wtHFE  y IRE-H63D  y  su

sobrexpresi6n no alter6 la morfologia de las c61ulas Caco-2 ni su capacidad de fomiar

monocapas celulares con uniones estrechas. Este resultado fue muy importante, pues mos

permiti6  tener  la  seguridad  de  trabajar  con  c61ulas  de  caracteristicas  morfol6gicas

similares a las normales. En estudios de Western blot determinamos un peso molecular

aparente de 47,5 kDa para la proteina IHE, con rna sobrexpresi6n de 2 - 3 veces mds

que en  las celulas controles.

2. Caracterizaci6n del metabolisl'Iiw de Fe en cElulas que sobrexpresan HFE.

2.1 Couterido de Fe Iutracelular.

La concentraci6n intracelular de Fe es un importante regulador de la absorci6n

del  metal  en las  c6lulas  Caco-2  (Alvarez-Hemindez  et  al.,  1994).  Celulas  Her,a  que

sobrexpresaban HFE, presentaron rna disminuci6n en el contenido de Fe .intracelular y

rna  disminuida  captaci6n  de  Fe  dependiente  de  trausferrina,  generando  un  fenotipo

deficiente en Fe Qoy et al.,  1999; Corsi et al.,  1999; Riedel et al.,  1999). Por lo tanto,
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fue  importante  determinar  la  concentraci6n  intracelular  de  Fe  en  estas  celulas.  Las

c51ulas transfectadas con wtlIfE presentaron rna marcada disminuci6n de su contenido

de Fe intracelular al compararlo con las celulas controles y IHE-H63D. Una baja en el

contenido  de  Fe  intracelular  en  las  celulas  wtlIfE,  mos  indic6  ya  sea  utia  posible

disminuci6n en la entrada o un anmento en la salida de Fe en estas c6lulas.

2.2 Cotttenido de Fe reactivo qlp).

Para confirmar los resultados de concentraci6n intracelular de Fe, estudiamos el

contenido de Fe reactivo el cual inequivocamente refleja el estatus intracelular de Fe

(Tapia et al.,  1996;  Garate and Ndiez,  2000;  Roy et al.,  2002).  Observamos  un LIP

disminuido en las c61ulas wlITE con respecto a las c6lulas controles, en tanto que el Lm

en las c6lulas IIfE-H63D fue muy similar al observado en las celulas controles. Por lo

tanto, los niveles de Fe reactivo intracelular se correlacionan directamente con el Fe total

presente en las c6lulas transfectadas y control.

2.3 Iiiteracct6n eutre HFE y ReceptoT paTa tTt[rsif;erTina.

El prominente col que tiene el RTf en la adquisici6n de Fe, asi como la afihidad

entre IIFE y RTf, sugieren que la formaci6n del complejo REF-RTf es critico para la

funci6n  de  IIFE  en  el  metabolismo  de  Fe.  Sin  embargo,  se  ha  demostrado  que  la

velocidad de intemalizaci6n y extemalizaci6n del RTf no dependen'a de los niveles de

HFE  Glamalingan  et  al.,  2000).  La  proteina IIFE  interacciona  con  el  receptor  para

transferrina en la superficie de la membrana celular, disminuyendo la afinidad del RTf

por Tf en 5 a 10 veces Q7eder et al.,  1998; Lebron and Bjorkman,  1999a; Lebron et al.,



106

1999b).   Estudios   de   sobrexpresi6n   de   IHE   en   celulas   HeLa   mostraron   que   la

intemalizaci6n de REF en compartimentos endosomales  depende de  su union al RTf

@amalingam et al., 2000), proceso que es complementado por la acidificaci6n del pH

endosomal, que promueve la disociaci6n del complejo REF-RTf @ermett et al., 2000).

Estos resultados indican que IRE alcanza compartimentos endosomales en  un proceso

dependiente de RTf. Como DMTl es el transportador que saca el Fe endosomal hacia el

citosol  (Tabushi  et  al.,  2000;  Burdo  et  al.,  2001),  proponemos  que  IIfE  regula  el

transporte de Fe desde el lumen del endosoma al citosol. Nuestra observaci6n que la

incorporaci6n de Fe unido a Tf esth disminuida en c6lulas Caco-2 que sobrexpresan IIfE

apoya esta hip6tesis.

EI  RTf one  transferrina  (apo;  mono  o  diferrica)  plasmatica  a  pH  7,4,  y  el

complejo RTf-Tf es intemalizado en endosomas acidicos donde el Fe es liberado desde

la Tf. EI Fe del endosoma es luego entregado al citoplasma a traves del trausportador

DMT1, donde es usado en las necesidades metab6licas o incoxporado en ferritina para su

almacenaje.    A pesar  de  la  disminuci6n  del  ndmero  de  RTf con  el  aunento  en  la

concentraci6n de Fe intracelular, 6stos tienen una participaci6n activa en la movilizaci6n

de Fe desde y hacia la c6lula` Estudios de Alvarez-Hemindez (1991 ; 1994), demostraron

que  celulas  con  bajo  Fe,  y  en  menor  grado  las  celulas  con  alto  Fe  intracelular,

presentaron un gran incremento en el flujo de 59Fe desde el medio apical al basolateral

en presencia de apo-transferrina en el medio basolateral. Este flujo puede .ser explicado

por la interacci6n que ocurre entre RTf y apo-Tf, en donde la apo-Tf seria endocitada a

la c61ula y rna vez en ella, tomaria el Fe y lo sacan'a de la celula, en un proceso inverso
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al de endocitosis (Ndfiez et al., 1996; Tapia et al., 1996).  Estas evidencias muestran que

el  RTf no  solamente  funciona  como  un  elemento  capaz  de  introducir Fe  de  origen

plasmatico a la c61ula a traves del ciclo endocftico, sino que ademds es capaz de sacarlo

cuando la especie endocitada es apo-Tf.

Una segunda forma en que abordanos el efecto de la interacci6n entre RE y RTf

fue realizando estudios de inhibici6n por competencia de la interacci6n entre IHE y RTf

con dos peptidos sint6ticos del dominio Chl de IIFE. Para ello, utilizanos dos peptidos:

peptido  A:   LSLFEALGYVDDQLFVFYDIIE   cuya  secuencia  aminoacidica  va  del.

aminodeido 43 al 64 6 p6ptido 8: DIESRRVEPRTPWVSSRISSQ cuya secuencia va

desde el aminoacido 62 al 82 de la protefna IHE. El peptido 8 produjo rna disminuci6n

en la velocidad de intemalizaci6n de 59Fe desde el complejo Tf-Fe. Este resultado esfa

de acuerdo  con  observaciones recientes  de Lebron y Bjorkman,  (1999a)  y Lebron y

colaboradores (1999b), quienes demostraron que ademas de la his-63, los aminoacidos

Val78  y  Txp81,  ambos  incluidos  en  el  p6ptido  8  y  que  son  de  importancia  en  la

interacci6n con el RTf, por sus caracteristicas de aminodeidos hidrofobicos expuestos a

solv_enfes. .For lo tanto, es posible que:

cr) el p6ptido 8 rompa la interacci6n de IIfE y RTf, disminuyendo la intemalizaci6n de

IIFE.  Sin embargo, si esto es asi, el p6ptido 8 deberia aumentar la captaci6n de Fe a

partir del complejo RTf-Tf-Fe, lo que no fue observado en ninguno de los tipos celulares

estudiados.
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a) el p6ptido 8,  al igual  que IHE, al interaccionar con el RTf produrca rna cambio

conformacional que reprima o inhiba el proceso de endocitosis del complejo RTf-Tf-Fe.   .

Hasta  el  momento  se  han  reportado  resultados  contradictorios  con  respectQ  a  esta

posib.ilidad.  Por un lado, Ramalingan y colaboradores  (2000)  ban demostrado  que  la

velocidad de intemalizaci6n y extemalizaci6n del RTf no dependen'a de los niveles de

IIFE  (Ramalingan  et  al.,  2000).  Por otro  lado,  Waheed y  colaboradores  (2002)  han.

mostrado que el complejo IIFE-P2M aumentaria tanto la velocidad de reciclaje del RTf

como los niveles  de RTf en la superficie  celular en celulas  CHO.  A la luz de  estos

antecedentes, no cabe duda que se hace necesario mayores estudios que lleven a rna

mejor comprensi6n del mecanismo de regulaci6n que ejerce REF sobre el RTf.

cJ que el peptido a reemplace a IIFE intemalizandose con el complejo RTf-Tf-Fe. De

esta forma, ?I peptido 8 ademas, podria inhibir directamente al DMrl  endosomal 6 el

proceso de acidificaci6n necesaria para la disociaci6n del Fe de la transferrina

Cunlquiera  que  sea  el  mecarismo  involucrado  en  este  proceso,  el  p6ptido  8

reduciria   la   incolporaci6n   de   Fe   desde  trausferrina   como   observado.   Siendo   el

_mecanismo mas probable que el p6ptido a se intemalice junto con el RTf e inhiba el

transporte de Fe endosomal disminuyendo la entrada de Fe al citosol.

2. Sisterna Tegulatorio IRP/IRE, Teceptor papa tTarsiferTina y ferriti1.a itttracelulor:

Como  demostramos  anteriormente  (Arredondo  et  al.,  1997),  la  actividad  del

sistema RP/RE  es  regulada por la concentraci6n de Fe  reactivo,  pero  este  no  es  el
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tinico estimulo capaz de activar el sistema. Tarnbi6n lo hacen la activaci6n de cascadas

de proteinas kinasas (Schalinske and Eisenstein,  1996; Eisenstein, 2000) y la respuesta

frente a esties oxidativo y oxido nftrico @rapier et al.,  1993; Pantopoulos et al.,  1996;

Gehringet al., 1999; Caltagirone et al., 2001).   Lus estudios del sistema RP/RE en las

c6lulas wtITE mostraron que estas c6lulas presentaban un sistema regulatorio activo

tanto  por rna mayor expresi6n de las  proteinas Rpl  e  IRP2  como  por  rna  mayor

actividad de  union a ARNm  de  estas proteinas.  Las  c6lulas  wlREE  presentaron rna

mayor expresi6n y actividad de las proteinas RP comparado a las celulas controles y

IIfE-H63D. Estos resultados son consistentes con lo observado en las c6lulas wtllFE

con  un  bajo  nivel  intracelular  de  LIP.  La  sobrexpresi6n  de  IIfE,  por  lo  tanto,  no

modific6 la capacidad del sistema RE/RP de responder a las variaciones de Fe celular.

El receptor para transferrina localizado en la membrana basolateral de. ]as celulas de

la cripta y microvellosidades facilita la entrada de Fe a la c61ula desde  el plasma por

intemalizaci6n  de  Tf-Fe2  (Pietrangelo  et al.,  1992;  Ndfiez  et  al.,  1996).  En estados  de

disminuci6n  de  los .dep6sitos  de  Fe,  1a  expresi6n  del  RTf depende  del  nivel  de  Fe

intracelular, mientras que el Fe absordido por el enterocito es ripidamente entregado al

plasma, la reducci6n del compartimento intracelular de Fe activa la expresi6n del RTf con

el objeto de restaurar el balance de Fe intemo Q'ietrangelo et al.,  1992). En el modelo en

estudio,  el  rfumero  de  RTf  present6  un  comportandento  inverso  con  Iiespecto  a  la

concentraci6n  de  Fe  intemo  en  las  c61ulas  wfflFE,  es  decir,  presentaron  un  mayor

ninero  de  RTf que  las  c51ulas  coutroles  y  HFE-H63D.  Estos  resultados  apoyan  la

hip6tesis   que   la   expresi6n   del  RTf  se   encuentra  aumentada  en   c6lulas   con  baja
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concentraci6n de Fe intemo (Pietrangelo et al., 1992) y que el ndmero de RTf es regulado

inversamente por la concentraci6n de Fe intemo (Chan ct al., 1994).

La disminuci6n de la concentraci6n intracelular de Fn en las c6lulds wtlHE se

relaciona  directamente  con  un  contenido  de  Fe  intemo  disminuido,  existiendo  rna

relaci6n inversa entre la concentraci6n de Fn y el ndmero de RTf y rna relaci6n directa

con el LH. Tanto las c6lulas controles como IiFE-H63D presentaron niveles mayores de

Fn que las c6lulas wilHE. Estos resultados son inesperados, ya que los enterocitos de

individuos  con  IHI,  presentan  niveles  de  Fn  mas  bajo  que  individuos  sanos.   Sin

embargo, nuestros resultados se correlacionan directamente con las concentraciones de

Fe intemo en esas celulas y lo que es mds importante air,  inversamente con la actividad

del sistema RP/RE (Arredondo et al.,  1997). Roy y colaboradores (2000), mostraron

resultados similares a los nuestros en celulas HeLa. Al sobrexpresar la proteira wtlIfE,

mostraron rna disminuci6n  de  la concentraci6n intracelular de Fn,  efecto  que no  se

observa en celulas que sobrexpresan IRE-C282Y. Las celulas que sobrexpresan IIFE-

H63D mostraron niveles similares de Fn a las celulas controles.   Ctros autores (Gross et

al.,  1998; Riedel et al.,  1999; Corsi et al.,  1999), ham reportado resultados similares en

celulas  HeLa  que  sobrexpresan IHE.  Sin  embargo,  aun  con  esta  sirilifud  de  estos

resultados, no debe descartarse una modulaci6n de la regulaci6n trauscripcional del gen

de la ferritina, por mecarismos independientes de Fe a3isenstein, 2000).

En  su conjunto,  es  decir,  rna baja concentraci6n intema de Fe  y Fn,  un  LIP

disminuido  y  un  ndmero  de  RTf aumentados,  se  relacionan  directamente  con  rna
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actividad anmentada del sistema RP en las c61ulas wtlHE y un auniento moderado en

las c5lulas IHE-H63D. Estos resultados demuestran que la proteina wtREE establece un

estado de depleci6n del LIP y el aunento de la actividad de RP. A pesar de esto, los

riveles celulares de Fe estin disminuidos en las celulas WREE, por lo que el efecto mds

importante de REE es sobre la actividad del transportador importador de Fe, DMTl  o

sobre  el transportador exportador de Fe,  Iregl.  Esta inhibici6n no  se  observ6  en las

c6lulas IHE-H63D, lo que significa que la proteina que lleva esta mutaci6n pierde esta

capacidad reguladora.  Estos datos indican que los individuos con IHI, al tener reducidos

niveles funcionales de la proteina IRE, no podrian regular apropiadamente la captaci6n

de Fe a pesar de presentar un sistema RP/IRE activo y funcional.

3. Estudios de captaci6n apical y trausporte apical-basolaterch

El aumento de la actividad RP en las c5lulas wiREE predecia que la captaci6n

apical   de  Fe   deberia  encontrarse  aumentada  en   estas   c61ulas.   Sin  embargo,   los

experimentos  de transporte con 59Fe mostraron una captaci6n muy disminulda en las

c61ulas wtlIfE, comparados con las celulas controles.  Por otro lado, 1as celulas IIfE-

H63D mostraron niveles de captaci6n de Fe similares a las celulas control a pesar que

los niveles de expresi6n de la proteina IIfE-H63D era similar a los de la proteina IHE

en las celulas wtRE. Estos hallazgos mos indican que un efecto principal de IRE fue la

inhibici6n del proceso de incoxporaci6n apical de Fe. Este proceso, incluye la reducci6n

de Fe+3 a Fe+2 por Dcytb, 1a ferrireductasa de la membrana apical del enterocito @upic

et al., 2002; Knopfel and Solioz, 2002) y el transporte de Fe+2 por DMrl. Este resultado

es  inesperado,  si  lo  comparamos  con  resultados  obtenidos  previamente  en  nuestro
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1aboratorio  (Tapia et  al.,  1996;  Arredondo  et  al.,  1997),  en  donde  se  observ6  que  el

proceso  de  captaci6n  de Fe  fue  inversamente  proporcional  a  la concentraci6n de  Fe

intengo y se relacionaba directamente con la actividad del sistema IRP/RE.  Nuestros

resultados  de  captaci6n  apical  de  Fe+3  y  Fe+2  mos  permitieron  descartar  un  efecto

inhibitorio  sobre  Dcytb,  ya  que  tanto  con  Fe`3   como  con  Fe+-2  observamos  una

disminuci6n dramatica en la captaci6n de Fe  en las  c61ulas  wllHE.  Por lo  tanto,  el

blanco mds probable de acci6n de IIfE es el transportador apical DMI`1.

4. Eif;ecto de la sobrexpresi6n de HFE sobre la expresi6n del trausportador DMT1.

Hasta  ahora,   nuestros   resultados   nos   indican   que  IIFE   actuaria   sobre   el

transportador  DMI.1   descrito   por   Gunshin   y   colaboradores   (1997),   por   lo   que

determinamos  sus niveles  de  expresi6n en las c6lulas control,  wtHFE y IHE-H63D,

encontrando rna sobrexpresi6n de 3 a 4 veces con respecto a las c6lulas control. Los

resultados  de  inhibici6n  de  DMrl  podhan entonces  ser  debidos  a la sintesis  de  un

transportador inmaduro con actividad disminulda. Por inmunodetecci6n determinamos

un peso molecular aparente de 67 kDa para el  transportador DMT1-IRE, resultado que

esta de acuerdo con el peso molecular esperado deducido de la secuencia nucleotidica y

con lo reportado por Shaxp y colaboradores (2000). Para confirmar que la sobrexpresi6n

de  IHE  en  c6lulas  Caco-2  produofa  un  transportador  DMI`1   maduro,  realizamos

estudios  de  deglicosilaci6n,  observando  rna  disminuci6n  de  2  a  3  kDa  en  el  peso

molecular  del  transportador,  por  lo  que  confirmamos  que  las  c6lulas  .producian  el

transportador maduro  de peso molecular de 67 kDa.  El aumento  de la expresi6n del

transportador DMT1(RE) en las c6lulas wilHE, era esperado debido a los bajos niveles
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de Fe intracelular y de LP y a la regulaci6n dada por el sistema RP/RE. Sin embargo,

no eran predecibles en vista de la disminuida captaci6n apical de Fe en estas celulas.

EI  ARNm .de DMTl  se  encontr6  aumentado  en las  c6lulas trausfectadas  con

wlHFE  y  HFE-H63D  comparadas  con  las  c6lulas  control.  Para  determinar  si  este

aumento fue debido a una mayor vida media del ARNm del transportador, realizamos

estudios  de  RT-PCR  semicuantitativos  y  Northern  blot  de  DMI`1  en  presencia  de

actinomicina D. Por ambas metodologias observamos que el ARNm de DMTl  en las

c6lulas wtlIfE y IHE-H63D presentaban rna mayor vida media (2 veces) con respecto a

las c6lulas control. Observaciones de Oates y colaboradores (2000) sugieren que tanto }a

proteina como el ARNm del transportador DMrl son ripidamente degradados y que por

tanto, 1a funci6n del transportador DMTl  seria dependiente de la sintesis de novo del

mismo.

La dralnatica disminuci6n en el contehido de Fe intracelular de la c6lula y en la

captaci6n apical de Fe en las c6lulas que sobrexpresan wllHE fuertemente sugiere que

wtllFE es un modulador negativo del transportador DMT1. Esta caracten'stica se pierde

en la protefna HE con la mutaci6n H63D, ya que estas celulas incorporan Fe en rna

foma may simular a las celulas controles. Estos resultados entregan rna explicaci6n

coherente para los altos niveles de absorci6n de Fe encontrado en los pacientes con IIfl,

donde la funci6n de IIFE se pierde.
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La  idea  que  HFE  forme  un  complejo  con  otras  proteinas  es  perfectamente

plausible.   Claranente  se  ha  demostrado  la  interacci6n  con  RTf  y  recientemente,

Townsend and Drakesmith (2002), han postulado rna segunda posibilidad de interacci6n

de IIfE, esta vez con Iregl, el transportador basolateral de Fe que saca el Fe desde la

c6lula. En su modelo, una alta saturaci6n de Tf en un individuo normal, desplazaria el

equilibrio hacia la uni6n de HFE a Iregl y baja saturaci6n de transferrina desplazaria el

equilibrio hacia la union al RTf. En la IHI, la ausencia de la proteina IIFE desacoplaria a

Iregl,  del  efecto  de  rna alta  saturaci6n  de Tf en el  paciente  IHI y  por  lo  tanto  se

generaria rna c5lula con rna aumentada entrada de Fe y a la vez rna aumentada salida

del  elemento,  produciendo  c61ulas  intestinales  con bajo  Fe  intracelular y un  alto  Fe

sistemico.

Se  ha  propuesto  que  DMI.1  tambi6n  participa  como  el  transportador  de  Fe

endosomal en el ciclo endosomal de RTf-Tf, transportando el Fe endosomal hacia el

citoplasma ¢leming et al.,1998; Fleming et al., 1999; Andrews et al.,  1999; Tabushi et

al., 2000). Los resultados presentados, permiten dar una interpretaci6n a la disminuci6n

en la captaci6n de Fe dependiente de Tf encontrada en c5lulas HeLa que sobrexpresaban

IHE, sin modificar las via endo-exocitica del RTf (Roy et al., 1999; Corsi et al.,  1999).

Esta respuesta sugiere que IIfE interferiria con la maquinaria endosomal involucrada en

la entrega del Fe de la Tf al citosol,  es decir, con el proceso  de acidificaci6n de las

vesiculas endocfticas, reducci6n del Fe+3 6 en el transporte de membrana de Fe+2 (NIfiez

et  al.,  1990).    Nuestra  observaci6n  que  la  sobrexpresi6n  de  IHE  tambien  inhibe  la

incorporaci6n apical de Fe+2  en c6lulas  Caco-2  descatan un efecto  de REF  sobre la
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reductasa  apical  de  Fe,  dejando  como  candidates  de  la  inhibici6n  al  proceso  de

acidificaci6n o al de transporte de Fe endosomal.

Fundamental  para nuestra proposici6n  que  DMTl  es  el  blanco  riolecular  de

HFE, fue demostrar que DMTl es el inico 6 principal transportador apical de Fe. Para

confimar esto,  rearizamos  estudios  con oligonucle6tidos  antisentidos  de DMrl.    La

secuencia      nucleotidica      intrdnica      antisentido       del      trausportador      DMTl

5 'CCTTTGACCCTCCCATTCCTGCTC3 ', produjo rna inhibici6n en la captaci6n de

Fe sobre un 80%. Este resultado sugiere fuertemente que el transportador DMT1, es el

principal transportador apical de Fe.

S. DMTl es un transportador de Cu

El  resultado  de  una  captaci6n  muy  disminuida  en  las  c6lulas  wtERE,  mos  llev6  a

planteamos la posibilidad que no solamente el transporte de Fe podria estar alterado en

estas c6lulas.  Por ello,  realizamos estudios de transporte de cobre,  el cunl podria  ser

transportado por DMI-1.  Las celulas wtllFE presentaron rna captaci6n disminulda de

cobre  similar a la reportada para Fe  y  corresponde  a un  60%  de  dismirmci6n en la

captaci6n apical segdn lo reportado anteriormente (Arredondo et al., 2000). El trausporte

apical-basolateral, a pesar que fue menor, refleja solamente la menor disponibifidad del

elemento.  Estudios  de  transporte  de  Cu en presencia  de  oligonucle6tidos  antisentido

contra  DMT1,  mostraron  al  igual  que  en  el  transporte  de  Fe,  rna  inhibici6n  del

transporte de Cu de aproximadamente un 55%. Estos resultados de transporte, tanto de

Fe como de Cu, mos indic6 que el proceso de captaci6n apical de metales se encuentra
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alterado en estas c61ulas, como resultado de la sobrexpresi6n de FEE y mos sugiere que

la IH no seria rna alteraci6n exclusiva del metabolismo del Fe. Las c6lulas IHE-H63D

se comportaron como las c6lulas controles en lo que se refiere a captaci6n y transporte

de Cu. Estus resultados en su conjunto, mos sugieren que efectivanente la sobrexpresi6n

de  HFE  en  las  celulas  Caco-2  produce  un  efecto  inhibitorio  sobre  la  funci6n  del

transportador DMT1. Tambien demuestran que DMrl es un  transportador apical de Cu.

La observaci6n que HFE regula la captaci6n de Cu es rna observaci6n original y nos

pemite una nueva visi6n del mecanismo regulatorio de su absorci6n intestinal.

6. Distribuci6n de DMTl y HFE por biotiridaci6n y ndcroscop{a conif;ocal.

En   c5lulas   con   sobrecarga   de   Fe,   el   transportador   DMTl    se   localiza

principalmente a nivel  intracelular,  sin embargo,  en enterocitos  deficieutes  en Fe,  la

proteina se localiza en la membrana apical (Tabuchi et al., 2000; Tn.nder et al., 2000;

Canonne-Hergoux et al., 2001). Nuestros resultados muestran  que junto con el aumento

de la expresi6n de DMT1, las c6lulas wllHE y HFE-H63D presentaron un cambio en la

distribuci6n  del  transportador  DMT1.  De  rna  localizaci6n  preferentemente  en  la

membrana apical y escasa en la membrana basolateral en las celulas controles, cant;io a

rna localizaci6n principalmente basolateral con un menor porcentaje en la membrana

apical.  Estos  resultados  sin  embargo,  no  descar[an  rna  distribuci6n  intracelular  del

transportador. Esta distribuci6n no fue suficiente para impedir niveles considerables del

transportador  en  la  membrana  apical.  Por  lo  que  el  cambio  en  la  distribuci6n  del

transportador DMrl no seria la causa de la disminuida captaci6n apical de Fe y otro(s)
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mecanismo(s) deberian explicar la marcada disminuci6n apical de Fe observada en las

c61ulas wtREE.

En c5lulas de epitelio intestinal, la proteina REF se di5tribuye en la membrana

basolateral y en compartinientos perinucleares (Parkkila et al., 1997b). Pero 6qu6 sucede

cuando la proteina I.HE es  sobrexpresada?.  Explorando  esta posibilidad, encontramos

que  en  las  celulas  control,  IIfE es  biotinilado  desde  la membrana  apical,  una  clara

indicaci6n que IIfE alcanza esta membrana.  La proteina IIfE  en las  c6lulas willFE

present6 un cambio en la distribuci6n por efecto de la sobrexpresi6n. Normalmente la

proteina IHE, se ubica preferentemente en la membrana basolateral del enterocito, sin

embargo, se observ6 que en las c6lulas que sobrexpresan IIfE, la proteina se localiz6

principalmente en la membrana apical. Ademds, hubo un cambio en la distribuci6n de

IHE desde basolateral hacia zonas mediales de la celula, sin poder discriminar si esta

locarizaci6n es a nivel de la membrana plasmatica o a nivel intracelular.

El  enriqueciniento  de  la  proteina  IHE  en  la  membrana  apical,  podria  ser

explicado  por  un  mecanismo  de  transitosis  celular.  Las  c5lulas  polarizadas  expresan

diferentes proteinas   en sus superficie apical y basolateral, lo que refleja su capacidad

para destinar las proteinas blancos a sus dominios de membrana y asi realizar funciones

especializadas en cada polo de la c6lula. El destinaniento de proteinas a ]a membrana

apical depende de dos vias. Una via directa desde el red trams Golgi  y rna. via indirecta

o transitosis que pasa temporalmente por la membrana basolateral (Taub, et al.,  1993;

Delgrossi,  et  al.,   1997).  En  las  c6lulas  polarizadas  Caco-2  se  ban  descrito  ambos



118

mecarfusmos (Le Bivic et al.,  1990a y  1990b; Lanctot et al.,  1995).   Este mecanismo de

transitosis  posibilitaria  que  IHE  interaccionara  con  DMTl  en  la  membrana  apical

inhibiendo su actividad. Por lo tanto, estudios conducentes a resolver esta posibilidad

deberian  ser realizados.  Sin  embargo,  es  importante  destacar,  que  el  cambio  en  la

distribuci6n apicalfoasolateral de DMTl y IIfE no explica en su totalidad el cambio en

la actividad de captaci6n apical de Fe.

7. Inderacci6n eutre la prote[un HFE  y DMT1.

Los resultados hasta ahora mostrado mos indican la posibilidad que la proteina

willFE  est6  realizando  alguna interacci6n con otras  proteinas  para complementar  su

funci6n.  Ya  sabemos  que  IIFE  interacciona  con  el  receptor  para  transferina  en  la

membrana basolateral. Esta interacci6n no s6lo .permite realizar su efecto inhibitorio de

la captaci6n basolateral de hierro a traves del complejo RTf-Tf-Fe, sino que ademds, esta

misma interacci6n le permite alcanzar compartimentos endosomales. Por otro lado, la

sobrexpresi6n de wll.HE produjo un ineremento de la proteina tanto  a la membrana

apical  como  a  compartimentos  intracelulares  mediales.  Por  lo  tanto,  IRE  y  DMI'1

pueden colocalizar ya sea en la membrana apical o en compartimentos endosomales y de

esta  forma  IIfE  podria  ejercer  su  efecto  inhibitorio.   Resultados  prelininares  de

sedimentaci6n en gradientes lineales de sacarosa, muestran una posible interacci6n entre

HFE y DMI`1. Se observ6 un complejo de aproxinadamente 110 kDa el curl fue visible

al inmunodetectar ya sea DMTl o HFE.
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En  sfntesis,  nuestros  resultados  nos  pemiten  postular,   que  ademfs  de  la

interacci6n  FEE-RTf,   se  produce  rna  interacci6n  entre  RTE-DMT1,   que   regula

negativamente  a DMrl.  La  ausencia  de  rna  proteina HFE  funcional,  producin'a  el

desacople de la regulaci6n negativa de IIFE sobre DMrl  tanto a nivel de membrana

apical como a nivel endosomal. Este desacople produciria una alta captaci6n de Fe por

parte  del  transportador  DMrl  y  de  la  salida  del  Fe  desde  el  endosoma  hacia  el

citoplasma. Como la etapa de incoxporaci6n apical es la mas regulada en el proceso de

absorci6n  intestinal  de  Fe,  la  mayor  incoxporaci6n  conlleva  entonces  a  rna  mayor

transferencia de Fe al basolateral,  produciendo  rna .mayor absorci6n neta de Fe.  Sin

embargo,  un  efecto  adicional  de  lffE  sobre  el  transportador  Iregl   no  puede  ser

descartado.
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Los hallazgos aqui presentados, indican que la sobrexpresi6n de HFE en celulas

Caco-2 produce una marcada disminuci6n en el transporte de Fe apical y resultando en

rna disminuci6n en el contenido de Fe reactivo y en la concentraci6n de Fe intracelular.

Coma consecuencia de esto, el rfumero de receptores para transferrina y el transportador

DMI`1  aumentan y la concentraci6n de Fn intracelular disminuye, espectficamente por

la acci6n reguladora del sistema RP/RE.  A pesar de esto, el transporte apical de Fe se

encontrd  significativamente  disminuido.  Encontramos  que  ninguno  de  los  cambios

observados en las c6lulas que sobrexpresan la proteina wtlHE, es decir, concentraci6n

intracelular de Fe disminuida, Fe reactivo dramaticamente disminuido, aumento de la

actividad del sistema RP e inhibici6n de la actividad de DMT1, fueron observadas en

las c6lulas que sobrexpresan IIfE-H63D. Una interpretaci6n de estos resultados es que

la proteina mutada  presenta una p6rdida de funci6n. Probablemente, 1a proteina IIfE-

H63D  pierde  su  capacidad  para  inhibir  la  actividad  de  DMrl.  La  inhibici6n  del

transporte de Fe apical explicaria la absorci6n intestinal de Fe aumentada encontrada en

la IHI y establece rna nueva relaci6n entre.IIfE y DMT1, rna de las proteinas claves de

la homeostasis de Fe.

De los tres posibles mecanismos  de acci6n de IHE (Figura 23),  Solamente los

mecanismo  cz/..  redistribuci6n  de IIfE  hacia  la membrana apical,  y  c):  activaci6n  de

intemediarios de la actividad de IHE, podrian ser explicados por nuestros resultados.
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El mecanismo a/.. inhibici6n de la destinaci6n de DMTl a la membrana apical por efecto

de  ITE  no  puede  ser  explicado,  ya  que  el  transportador  DMI'1  no  disminuye  su

expresi6n apical por la presencia de IHE.

Dos  resultados  apoyan la hip6tesis  de  interacci6n  directa  de IIfE-DMI'1.  La

primera es la distribuci6n tanto de la proteina FEE como de DMI.1. El evento que IIfE

se encuentre en la membrana apical posibilitaria rna posible interacci6n con DMT1, sin

descartar   una   interacci6n   a   nivel   de   compartimentos   endosomales.   El   segundo

fundamento  lo  observamos  en la disminuida captaci6n  de  cobre,  el  cual  tanibi6n  es

transportado por DMT1. Lo que mos sugiere que en la Iift existiria rna alteraci6n global

en la captaci6n de metales traza§ y por otro lado, apoya la tesis de rna interacci6n de

IIFE con el transportador DMI' 1 .

Sobre la base de los resultados obtenidos, postulamos el siguiente mecahismo de

actividad  para IHE  (Figura 24).  En individuos  normales,  IHE,  por  rna  asociaci6n

directa, regula negativamente la actividad del transportador apical DMrl. IIFE ademas,

se   asocia  al   RTf  en   la  membrana  basolateral  y  es   endocitado  junto   con  el   a

compartimentos endosomales en donde interactha con DMTl regulando negativamente

su  actividad.  EI  Fe  reci6n  intemalizado,  es  entregado  a  la  circulaci6n  a  traves  del

transportador de la membrana basolateral Legl o es almacenado en la Fn. En el caso de

un  paciente  con  IH,  1a regulaci6n  dependiente  de  REF  se  pierde  y  se  produce  un

aumento en la captaci6n de Fe por la membrana apical del enterocito y de la entrega del

Fe endocitado por el complejo RTF-TF-Fe.
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transportador  DMT1.  Otra  via  de  incorporaci6n  de  Fe  es  a  traves  de  la  endocitosis
basolateral   del   complejo   RTf-Tf-Fe.   La  proteina  HFE   silvestre   en   la  membrma
basolateral, disminuye la afinidad del RTf por Tf-Fe. Ademds, es endocitndo junto al RTf,
donde  colocaliza  con  DMTl   en  el  sistema  endosomal  e  inhibe  negativanente  su
actividad. HFE tanbich se disthbuye en la membrana apical,  regulando negativanente la
actividad de DMT1.
En paciente con Hemocromatosis Hereditaria,  la actividad reguladora negativa de HFE
sobre DMTl y RTf se pierde, lo que resulta en rna captaci6n apical de Fe y endocitosis
basolateral  de  RTf-Tf-Fe  aumentadas.  Probab]eanente,  la  salida  de  Fe,  a  traves  del
exportador basolateral Ireg 1 tambien se encuentra aunientnda.



7. BIBLI0GRAJRA

123

Aisen,  P.  and  Brown,  E.  (1980)  Structure  and  Function  of transferrin.  Progress  in
Hematology. Vol VIII: 25-58.

Alvarez, E.,  Girohes, N.,  and Davis,  R.  (1990).  A  point mutation  in the  cytoplasmic
domain of the transferrin receptors inhibits endocytosis.  Biochem J.  267: 31-35.

Alvarez-Hemindez, X., Nichols, GM. and Glass, J. (1991) Caco-2 cell line: a system for
studying iron transport across epithelial cell monolayers. Biochin Biophys Acta.  1070:
205-208-

Alvarez-Hemandez, X., Smith, M., and Glass, J. (1994) Regulation of iron uptake and
transport by transferrin in Caco-2 cells, an intestinal cell line. Biochim Biophys Acta.
1192:215-222.

Andrews,  N.,  Fleming,  M.   and  Gunshin,  H.   (1999)  hon  transport  across  biologic
membranes. Nut Rev. 57(4): 114-123.

Andrews, N. (2000) The iron transport DMT1. J Biochem Cell Biol. 31 : 991-994.

Artuson, P. (1991) Epithelial tranaport of drngs in cell culture: a model for studying the passive
diffusion of dnigs over intestinal al>sortive Caco-2 cells. J Phar Sci. 79: 476-82.

Arredondo, M., Orellana, A., Gdrate, M., and Ndiez, M. (1997)  Intracellular iron regulates iron
chsorption  and  IRP  activity  in  intestinal  apithelial  (Caco-2)   cells.   Am.   J.   Physiol.   273
(Gastrointest. Liver Physiol. 36): G275-G280.

Arredondo, M., Uauy, R., and Gonzalez, M., (2000) Regulation of copper uptake and
transport in intestinal cell monolayers by acute and chronic copper exposure. Biochim
Biophys Acta.  1474:  169-176.

AITedondo,  M.,  Mufioz,  P.,  Mura,  C.  and  Ndiez,  M.T.  (2001)  ITE  is  a  negative
modulator of apical iron uptake by intestinal epithelial (Caco-2) cells.   FASEB J, May,
2001.

Andus, K., Bartel, R., Ifidalgo, I and Borchardt, R. (1990) The use of cultured apithelial
and endothelial cells for drug transport and metabolism studies. Pharlnac Res.. 7: 435-51

Banejee,  D.,  Flanagan,  P.,  Cluett,  J.,  Valberg,  L.  (1986)  Transferrin  receptor  in  the
gastroiritestirial tract. P`elationship to body iron stores. Gastroenterology. 91 : 861-69.



124

Barton,  J.,  Sawada-Hirai,  R.,  Rothenberg,  8.,  Acton,  R.  (1999)  Two  novel  missense
mutations of the IHE gene (1105T and G93R) and identification of the S65C mutation in
Alabama hemochromatosis probands. Blood Cells Mol Dis. 25 : 147-55.

Beiner, H.  and Kennedy, M.  (1993) Aconhase,  a two-faced protein:  enayme and iron
regulatory factor. FASEB J. 7': 1442-49.

Bemett,  M.,  Lebron,  J.,  Bjorkman,  P.   (2000)  Crystal  structure  of  the  hereditary
haemochromatosis protein FIFE complexed with transferrin receptor. Nature. 403 : 46-53.

Beutler, E.  (1998) Targeted disruption of the IHE gene. Proc Natl Acad Sci. USA.  95:
2033-2034.

Brown,  E.,  Dubach,  R.   and  Moore,   C.   (1958)  Studies  in  iron  transportation  and
metabolism. XI.  Critical analysis of mucosal block by large doses of inorganic iron in
hiiman subjects.  J Lab & Clin Med. 52(3): 335-55.

Burdo,  J.,, Menzies,  S.,  Simpson,  J.,  Garrick,  L.,  Garrick,  M.,  Dolan,  K.,  Halle,  D.,
Beard,. J. (2001) Distribution of divalent metal transport 1 and metal transport protein 1
in the normal and Belgrade rat. J Neurosci Res. 66(6): 1198-1207.

Cairo,  G.,  Recalcati,  S.,  Montosi,  G.,  Castmsini,  E.,  Conte,  D.  and  Pietrangelo,  A.
(1997) inapropietly high iron regulatory activity in mo.nocytes of patients with genetic
hemochromatosis. Blood. 89: 2546-2553.

Caltagirone  A,  Weiss  G,  Pantapoulos  K.  (2001)  rddulation  of iron  metabolism  by
hidrogen peroxide.  Effect of 11202  on the expression and function of iron-responsive
element-containing mRNAs in 86 fibroblasts. J Biol Chem. 276:1973845.

Canonne-Hergour, F., Zhang, A., Ponka, P., Gros, P. (2001) Characterization of the iron
transporter DMI'1  (NRAMP2/DCT2) in red blood cells of normal  and anemic ink/ink
mice. Blood. 98(13): 3823-30.        .

Carlson,  J.  and. O.lsson,  S.  (2001)  Hereditary  hemochromatosis  and  iron  metabolism.
JIFCC.  13(2): .1 -8. http://www.ifcc.org/ejifc/voll3no2/1301200103.htm.

Casey, J., Koeller, D., Ramin, V., Klausner, R. and Halford, J. (1989) Iron regulation of
transferrin receptor mRNA levels requires iron-respousive elements and a rapid turnover
determinant in the 3` untranslated region of the inRNA. The EMBO J. 8: 3693-99.

Cazzola,  M.  and  Skoda,  R.  (2000)  Translational  pathophysiology:  a  no.vel  molecular
mechanism of human disease. Blood.  95: 3280-3288.



125

Char,  R.,  Seiser,  Ch.,  Schulman,  H.,  Ktihn,  L.  and  Ponka,  P.  (1994)  Regulation  of
transferrin receptor mRNA expression. Eur J Biochem. 220: 283-92.

Collawn, J., Stangel, M., Ktihn, L. (1990). Transferrin receptor internalization sequence
YREF implicates a tight turn as the structural recognition motif for endocytosis.   Cell,
63:  1061-1072.

Conrad,  M.  and  Crosby,  W.  (1963)  Intestinal  mucosal  mechanisms  controlling  iron
absorption. Blood. 22: 406-15.

Corsi, 8., Levi, S., Cozzi, A., Corti, A., Altimare, D., Albertini, A. and Arosio, P. (1999)
Overexpression of the hereditary hemochromatosis protein, IIfE, in HeLa cells induces
an iron-deficient phenotype.  FEES Left. 22: 149-152.

Crichton,   R   and   Ward,   R.   (1991)   Iron   metabolism-New   perspectives   in   view.
Biochemistry. 31 :  11255-11264.

Delgrossi,  M.,  Breura,  L.,  Mrre,  Ch.,  Chavrier,  P.  and  Le  Bivic,  A.  (1997)  Human
syntaxin 3 is localized apically in human intestinal cells. J. Cell. Sci.  110: 2207-2214.

De Silva, D., Askwith, C. and Kaplan, J.  (1996) Molecular mecharisms of iron uptake in
eukaryotes. Physiological Reviews. 76: 3147.

Dix, D., Lin, P., MCKenzie, A., Walden, W. and Theil, E.  (1993) The influence of the
base-paired  franking  region  on  structure  and  function  of  the  ferritin  mRNA  iron
regulatory element.  J Mol Biol. 231(2): 23040.

Drakesmith, H and Townsend, A. (2000) The structure and function of IIfE. BioEssays.
22: 595-598.

Drapier,  JC.,  Hirling, H.,  Wietzerbin,  J., Kaldy, P., Kuhn, LC.  (1993) Biosynthesis  of
nitric oxide activates iron regulatory factor in macrophages. Emeo J. 12: 3643-3649.
Fgyed, A. ( 1988) Carrier-mediated iron transport through erythroid cell membrane. Brit J
Haemat. 68: 483-86.

Dupic  F,  Fruchon  S,  Bensaid  M,  Borot  N,  Rodosailjevic  M,  loreal  0  et  al.  (2002)
inactivation of the bemochromatosis gene differentiany regulates duodenal expression of
iron-related InRNAs between mouse strain. Gastroenterology.  122: 745-51.

Eisenstein,  R.,  Tuazon,  P.,  Schaliuske,  K.,  Anderson,  S.  and  Traugh,  J.  (1993)  Iron-
respousive element-binding protein: Phosphorylation by protein kinase C.   J Biol Chem.
268: 27363-70.

Eisenstein, R. (2000) Iron regulatory proteins and the molecular control of mammalian Fe
metabolism. Annu Rev Nutr. 20: 627-62.



126

Emery-Goodman, A., Hirling, H., Scaxpellino, L. (1993) Iron regulatory factor expressed
from recombinant baculovirus : conversion between the RNA-Binding apoprotein and Fe-
S cluster containing aconitase. Nucleics Acids Res. 21(6):1457-61.

Fairweather-Tait, S. and Wright, A. (1984) The influence of previous iron intake on the
estimation ofbioavallability of Fe from a test meal given to rats.  Br J Nutr. 51: 185-91.

Fairweatherr-Tait, S., Swindell, TE. and Wright, JA. (1985) Further studies in rats on the
influence of previous iron intake on the estination of bioavallability of Fe. British J Nutr.
54: 79-86.

Feder> J., Gnirke, A., Thomas, W., Tsuchihashi, Z., Ruddy, D. and Basava, A. (1996) A
novel NIC class I-like gene is mutated in patients with liereditary haemochromatosis.
Natural Genetics.  13: 399-408.

Feder, J., Tsuchihashi, Z., Irinki, A., Lee, V., and Mapa, F. (1997) The hemochromatosis
founder  mutation  in  IHjA-H  disrupts  P2-microglobulina  interaction  and  cell  surface
expression. J. Biol, Chem. 272(22): 14025-14028.

Feder, JN., Penny, DM., Iinnki, A., Lee, VK., Lebron, JA., Watson, N., Tsuchihashi, Z.,
Sigal,  E.,  Bjorkman,  PJ.,  and  Schatzman,  RC.  (1998)  The  hemochromatosis  gene
product  complexes  with  the  transferrin  receptor  and  lowers  .its  affinity  for  ligand
binding. Proc Natl Acad Sci USA. 95:  1472-1477.

Felitti, VJ.  and Beutler E.  (1999) New developments  in heredhary hemochromatosis.
Am J Med Sci. 318: 257-268.

Ferguson, C., Wareing, M., Wacol, D., Green, R., Smith, C., Riccardi, D. (2001) Ce.llular
localization of divalent metal transport DMTl in rat kidney. Am J Physiol Renal Physiol.
280(5): F803-14.

Flanagan, P. (1989)  Mechanisms and regulation of intestinal uptake and transfer of iron.
Acta Paediatr Scand Suppl. 361 : 21 -30.

Fleming,  ro.,  Romano,  MA.,  Su, MA.,  Garrick,  LM.,  Garrick,  ro.,  Andrews, NC.
(1998) Nramp2 is mutated in the anemic Belgrade a) rat: evidence of a role fror Nramp2 in
endosomal iron transport. Proc Natl acad Sci USA.95: 1148-1153.

Fleming, ro., Mgas, MC., Zhou, XY., Jiang, J., Britton, RS., Brunt EM., Tomatsu, S.,
Wcheed, A., Bacon, BR. and Sly, WS. (1999) Mechanisms of increased iron.absorption in
murine model of hereditary hemcehromatosis: increased duodenal expression of the iron
transported DMrl.  Proc Natl Acad Sci USA. 96: 3143-3148.



127

Fleming,  R.   and  Sly,  W.   (2002)  Mechanisms  of  iron  accumulation  in  hereditary
hemochromatosis. Armu Rev Physiol. 64: 663-80.

Foci, J., Wright, W. and Loveless, J. (1977) Absence of HeLa cell contamination in 169
cell lines derived from human tumors. J ofNational Cancer institute. 58: 209-214

Garate,  M.  and  Ntifiez,  MI'.  (2000)  Overexpression  of the  ferritin  iron-responsive
element decreases the labile iron pool and abolishes the regulation of iron absorption by
intestinal epithelial (Caco-2) cells. J Biol Chem.275(3):  1651-1655.

Garcia, MN., Flowers, C. and Cook, JD. (1996) The Caco-2 cell system can be used as a
model to study food iron availability.  J Nttr. 126: 251-258.

Gehring N,  Hentze h4  Pantopoulos K.  (1999)  Inactivation of both RNA binding and
aconitase activities  of iron regulatory protein-1  by  quinone-induced oxidative stress.  J
Biol Chem 274: 6219-25.

Girones, N., Alvarez, E., Seth, A., Lin,I., Latour, D. (1991). Mutational analysis of the
cytoplasmatic tail of the human transferin receptor. J Biol Chem. 266(28): 19006-19012.

Goossen, 8., Caughman, S., Hoford, J., RIausner, R., Hentze, M.  (1990) Translational
repression by a complex between the iron-responsive element of ferritin mRNA and its
specific cytoplasmic binding protein is position-dependent in vivo. EMBO J.  9: 4127-33.

Gray, N.  and Hentze,  M.  (1994) Iron regulatory protein prevents  binding of the 43S
translation pre-initiation complex to ferritin and eALAS mRNA. EMBO J.  13: 3882-91.

Griffiths,  W.,  Sly,  W.,  Cox,  T.  (2001)  Intestinal  iron  uptake  determined by  divalent
metal    transport    is    enhanced    in    IHE-deficient    mice    with    hemochromatosis.
Gastroenterology.  120: 1420-1429.

Gross, C., Irinlkj, A., Feder, J., Ems, C. (1998) Co-Trafficking of lFTE, a non-classical
major histocompatibility complex class I protein, with the transferrin receptor inplies a
role in intracellular iron regulation. J Biol Chem. 273: 22068-22074.

Gruenheid3 S., Canone-Hergaux, F., Gauthier, S., Hackman, D., Grinstein, S.  Gross, P.
(1999)  The iron transport protein NRAMP2 is an integral membrane glycoprotein that
colocalizes with transferrin in recycling endosomes. J Exp Med.  189: 831-841.

Gunshin,  H., Mackenzie, 8.,  Berger,  U.V.,  Gunshin,  Y., Romero, RE.,  Boron,  WF.,
Nussberger, S., Gollan, JL., and Hediger MA. (1997) Cloning and characterization of a
proton-coupled mammalian metal ion transporter.  Nature. 388: 482488.

Guo,  8.,  Brown,  F.,  Phillips,  J.,  Yu,  Y.  and Leibold, E.  (1995a)  Characterization  and
expression of iron regulatory protein 2. J Biol Chem. 270: 16529-35.



128

Guo,  8.,  BrowlL  F.,  Phillips,  J.,  Yu,  Y.  and  Leibold,  E.   (1995b)  Iron  Regulates
cytoplasmatic levels of a novel iron-responsive element binding protein without aconitase
activity. J Biol Chem. 270: 16529-35.

Halle, D., Hentze, M., Roualt, T., Hartford, M and Klausner, R.  (1989) Regulation of
interaction  of the  iron-responsive  element  binding  protein  with  iron-responsive  RNA
element.  Mol Cell Biol. 9:5055-5061.

Halle, D., Rounult, T., Tang, C., Chin, J., Harford, J. (1992a) Reciprocal control of RNA-
binding and aconitasa activity in the regulation of the iron-responsive element binding
protein: role of the iron-sulfur cluster. Proc Natl Acad Sci USA. 89(16): 753640.

Halleaux, C.  and Schneider, Y.  (1991) Iron Absorption by intestinal epithelial cells:  1.,
Caco-2 cells cultivated in serum-free medium, on polyethyleneterephthalate microporous
membranes, as an in vitro model. in Vitro Cell Dev Biol. 27A: 293-302.

Hamilton, K., Stallibrass, L., Hassan,I., Jim, Y., Halleux, C. (1994)  The transport of two
iron chelators, desferrioxamine a and L1, across Caco-2 monolayers.  Brit J Haematol. 86:
851-857.

Henderson,  8.,  Seiser,  Ch.  and  Ktihn,  L.  (1993)  Characterization  of a  second  RNA-
binding protein in rodents with  specificity for iron-responsive  element.  J Biol  Chem.
27327-34.

Hentze, M., Rouault, T., Harford, J. and Klausner, R.  (1989) Oxidation-Reduction and
the molecular mechanism of a regulatory RNA-Protein interaction.   Science. 244: 357-
59.

Huebers, H., Huebers, E., Csiba, E., Rummel, W. and Finch, Cl. (1983) The significance
oftransferrin for intestinal iron absortion.  Blood. 61(2): 283-90.

Hughes, R., Smith, T., Hesp, R., Hulme, 8. (1992) Regulation of iron absortion in iron
loaded subjects with end stage renal disease: effects of treatment with recombinan human
erythropoietin  and reduction of iron stores. Br J Haematology. 82: 445-54.

Hughson,  E.  and  Hopkius,  C.  (1990)  Endocytic  pathways  in  polarized  Caco-2  cells.
Localization of a compartment accessible from both apical and basolateral surfaces.  J
Cell Biol.  110:337-348.

International Nutritional Anemia Consultative Group. (1979) Iron deficiency in infancy
and  chilhood.  A  report  of the  International  Nndtional  Anemia  Consul.tative  Group.
INACG. Washington: Nutrition Foundation.

Kakhlon, 0., Gruenbaum, Y., Cabantchik,I. (2001') Repression of the heavy ferritin chain



129

increases the labile iron pool of human K562. Biochem J. 356: 311-316.

Kin,  H.,  Klaausner,  R.   and  Rounult,  T.  (1995)  Translational  repressor  activity  is
equivalent  and  is  quantitatively  predicted  by  J+z  w.fro  RNA  binding  for  two  iron-
responsive element-binding_proteins, Rpl and RP2.  J Biol Chem.  270: 4983-86.

Klausner, R.D., Rouault, T.A. and Hartford, J.B.   (1993) Regulating the fate of mRNA:
the control of cellular iron metabolism. Cell. 72: 19-28.

Knopfel M and Solioz M. (2002) Characterization of a cytochrome b (558) ferric/cupric
ys  reductase  from  rabbit  duodenal  brush  border  membranes.  Biochem  Biophys  Res
Commun. 291 :220-5.

Kthn,  L.  and  Hentze,  M..  (1992)  Coordination  of cellular  iron  metabolism  by  post-
transcriptional gene regulation. I Inorg Biochem. 47(34):  183-95.

Kuo, HJ., Maslen, .C.,. Keene, .D.  and Glanville, R.  (1997)  Type VI collagen anchors
endothelial basement membranes by interacting with type IV collngen.  J Biol Chem.
272: 26522-26529.

Lanctot, C., Fournier, H., Howell, S., Boileau, G and Crime, P. (1995) Direct targeting of
neural endopeptidase (EC 3.4.24.11) to the apical cell surface of transfected LLC-PKI
cellas and unpolarized secretion of its soluble fomi. Biochem. J. 305,165.171

Le  Bivic,  A.,  Sambuy,  Y.,  Mostov,  K.  and  Rodriguez-Boulan.  E.  (1990a)  Vectorial
targeting  of  an  endogenous  apical  membrane  sialoglycbprotein  and  uvomorulin  in
rocK cells. J. Cell. Biol.  110:  1533-1539

Le Bivic,  A.,  Quaroni,  A., Nichols, 8.  and Rodriguez-Boulan, E.  (1990b).  Biogenetic
pathway of plasma membrane proteius in Caco-2 cells, a human intestinal  epithelial cell
line. J.  Cell. Biol.111:  1351-1361.

Lebron, JA., Bemett, MJ., Vaughn, DE., Chirino, AJ., Snow, PM., Mintier, GA., Feder,
JN., and Bjorkman, PJ.  (1998) Crystal structure of the hemochromatosis protein IHE
and characterization of its interaction with transferin receptor. Cell. 93: 113-123.

Lebron, JA. and Bjorkman, P. (1999a). The transferrin receptor binding site on IIfE, the
class I NIC-related protein mutated in hereditary hemochromatosis. J Mol Biol.  289:
1109-1118.

Lebron, JA.,  West,  A.  and Bjorkman, P.  (1999b) The hemochromatosis  protein IIFE
competes with transferrin for binding to the transferrin receptor. J Mol Biof. 294: 2`39-
245.



130

Lee, PL.,  Gelbart,  T.,  West,  C., Halloran,  C., Beutler, E.  (1998) The human Nramp2
gene:  characterization of the gene structure, alternative splicing,  promoter region and
polymoxphisms. Blood Cells Mol. Dis. 24:  199-215.

Leibold, EA.  and Munro,  IIN.  (1988)  Cytoplasmic protein binds  in vitro to a highly
conserved  sequence  in  the  untrauslated  regivn  of ferritin  heavyL  and  ligint-subunit
mRNAs. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85: 2171-2175.

Leibold,  E.  and  Guo,  a.  (1992)  Iron-dependent  regulation  of ferritin  and  transferrin
receptor expression by the iron-responsive element binding protein. Arm Rev Nutr.  12:
345-68.

Levine, J. and Seligman, P. (1984) The ultraestructural inmunocytochemical localization
of transferrin receptor  (TFR)  and transferrin (TF)  in the  gastrointestinal  tract  in man
(abstr).Gastroenterology. 86:  1161.

Levy,  J.,  Montross,  L.,  Cohen,  D.,  Fleming,  M.,  Andrews,  N.  (1999)  The  C282Y
mutation causing hereditary hemochromatosis does not produce a null allele. Blood. 94:
9- 1 1 .

Lowry,  0., Rosebrough,  N.  and   Farr,  A.  (1951) Protein measurement with the  folin
reagent. J Biol Chem.  193: 265-75.

Mchraoui, L., Bousset, M., Dissaulx, E., Darmoul, D., and Zweibaun, A. (1992) Expression
and localization of GLUT-5 in Caco-2 cells, human small intestine and colon.  Gastrointest
LiverPhysiol.G312-G318.

Mascotti, D., Rup, D. and Thach, R. (1995) Regulation of Iron Metabolism: Translational
effects mediated by iron, heme, and cytokines. Arm Rev Nutr. 15: 239-61.

Meyron-Holtz, E.,  Vaisman, 8.,  Cabantchik,  I.,  Fibach,  E.,  Rounult,  T.,  Hershko,  C.,
Kohijn,  A.   (1999)  Regulation  of  intracellular  iron  metabolism  in  human  erythroid
precursors by internalized extracellular ferritin. Blood. 94: 3205-3211.

Morgan, E.  (1988) Membrane transport of non-transferrin-bound iron by reticulocytes.
Biochim et Biophys Acta. 943 : 428-39.

Mullner, E., Neupert, 8. and Ktihn, C. (1989) A specific mRNA binding factor regulates
the Iron-dependent stability of cytoplasrfuc trausferrin receptor mRNA.  Cell. 58: 373-82.

Mullner,  E.,  Rothenberger,  S.,  MullerA.  and Kuhn,  L.  (1992)  in  vivo  and  in  vitro
modulation of the RNAm binding activity of iron regulatory factor.  Tissrie distribution
and effects of cell proliferation, iron levels and redox state. Eur. J. Biochem.  208:  597-
605.



131

Mura,    C.,   Raguenes,    0.,   Ferec,    C.    (1999)   IHE   mutations   analysis    in   711
hemochromatosisprobands:    evidence    for    S65C    implications    in    mild    form    of
hemochromatosis. Blood. 93 : 2505-5.

Ndiez, MT., Gaete, V., Watkins, A., G]ass, J. (1990) Mobilization of iron from endocytic
vesicles. J Biol Chem. 265: 6688-6692.

Fe¥ceulz;cg-inEoSsct:P£?i'pe¥ie¥talun=£e]A£;r(i9e9?|dGy°o¥F:Z=Stre:n¥:a:'T¥io[Sce#ee£
267:  11490-94.

¥nifeFeez+'3¥di#efnxsfosmm:¥h#:a±Fe#:p:t]hase;£'aJ.(t]a9c%:2)R::;[s:f£°TX££Syt:i:I:
267(Cell Physiol. 32): C1582C1588.

Nffiez,  MT.,  Tapia,  V.  and  Arredondo,  M.  (1996)  Intestinal  epithelia .(Caco-2)  cells
acquire iron through the basolateral endocytosis oftrausfenin.  J Nutr. 126: 2151-2158.

Oates, P., Trinder, D. and Morgan EH. (2000) Gastrointestinal function, divalent metal
transporter-1 expression and intestinal iron absorption. Fur J physiol. 440: 496-502.

Ozenberg, 8. and Young  K. (1995) Functional interaction of ligand and receptors of the
hematopoiedc superfamily in yeast. Mol Endocr. 9: 1321-1329.

Pantopoulos, K., Weiss, G., and Hentze, MW. (1996) Nitric oxide and oxidative stress
(H202) control mammalian iron metabohism by different pathways. Mol Cell Biol.  16:
3781-3788.

Parkkila, S., Waheed, A.,. Britton, R., Bacon, 8., Zhou, X., Tomatsu, S., Fleming, R. and
Sly, W. ( 1997a) Association of the transferrin receptor in human placenta with IHE, the
protein defective  in hereditary hemochromatosis.  Proc.  Natl.  Acad.  USA.  94:    13198-
13202.

Parkkila, S., Waheed, A., Britton, R., Feder, J., Tsuchihashi, Z., Schatzman, RC., Bacon,
BR.  and Sly,  W.  (1997b) inmunohistochemistTy of IH,A-H,  the protein  defective  in
patients  with  hereditary  hemochromatosis,  reveals  unique  pattern  of  expression  in
gastrointestinal tract. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.; 94: 2534-2539.

Parkkila, S, Parkilla, A., Wcheed, A., Briton, R., Zhou, X. (2000) Cell surface expression
of REE protein in epithelial cells, macrophages, and monocytes. Haematologica. 85: 340-
45.

Pameley,  R.,   Barton,   J.   and   Comad,   M.   (1985)   Ultraestructural   Localization   of
transferrin, trausferrin receptor and iron binding sites in human placental and duodenal
microvilli. Br J Heamatol. 60: 81-9.



132

Peters,  T., Raja, K.,  Simpson, R.  and Snape,  S.  (1988) Mechanisms  and regulation  of
intestinal iron absorption. Arm NY Acad Sci. 526: 14147.

Peterson, M. and Mooseker, M. (1993a) An in vitro model for the analysis of intestinal
brush  border    assembly.,  I.  Ultraestructural  analysis  of cell-contact  induced  brusb
border assembly in Caco-2BBe cells.  J Cell Sci.  105: 445-60.

Peterson, M., Bement, W., Mooseker, M. (1993b) An in vitro model for the analysis of
intestinal brush border assembly. 11.  Changes in expression and localization of brush
border proteins during cell contact-induces brush border assembly in Caco-2BBe cells. J
Cell Sci.  105: 461-72.

Pietrangelo, A., Rocchi, E., Casalgrandi, G., Giampiero, R. Ferrari, A. (1992) Regulation
of   trausferrin,    trausferrin    receptor    and    ferritin    genes    in    human    duodenum.
Gastroenterology.  102: 802-9.

Pipemo, A.,  Arosio,  C.,  Fossati,  L., Vigano, M.,  Trombhi,  P.  et al.  (2000)  Two novel
nonsense mutation Qf REF gene in five unrelated Italian patients with hemochromatosis.
Gastroenterology.119: 44145.

Pitt, A., Gabriels, J., Badmington, F., Mcdowell, J., Gonzalez, L., Waudr M. (1987) Cell
culture on a microscopically transparent microporus membrane. Biotechniques. 5 : 162-70.

Pointon,  J.,  Wallace,  D.,  MeITyweather-Clarke,  A.,  Robson3  K.   (2000)  Uncommun
mutations and polymorphisms in the hemochromatosis gene. Genet Test. 4: 151-61.

Ranalingam, TS., West, AP., Lebron, JA., Nangiana, JS., Hogan, TH., Ems,  CA.  and
Bjorman, PJ.  (2000) Binding of transfeHin receptor is required for endocytosis of IIFE
and regulation of iron homeostasis. Nature Cell Biol. 2: 953-957.

RIchardson, DR. and Ponka, P. (1997) The molecular mechahisms of the metabolism and
transport of iron in nomal and neoplastic cells. Biochim Biophys Acta.  1331 : 140.

RIedel, H., Muckenthaler, M., Gehrke, S., Mohr,I., Brerman, K., Herrmarm, T., Fitscher,
8., Hentze, M. and Stremmel, W. (1999) IIfE down-regulates iron uptake from transferrin
and induces iron-regulatory protein activity in stably transfected cells.  Blood.  94:  3915-
3921.

Rounult,  T.,  Hentze,  M.,  Haile,  D.,  Halford,  J.  and  Klausner,  R.  (1989a)  The  iron
responsive element binding protein:  purification of a regulatory RNA-binding protein.
Proc Natl Acad Sci USA. 86: 5768-5772.

Rouault, T., Hentze, M.,  Caughman,  S.  Harford, J., Klausner, R.  (1989b) Binding of a
cytosolic  protein  to  the  iron-responsive  element  of human  ferritin  messenger  RNA.



133

Science. 241:  1207-1210.

Rouault,   T.,   Stout,   C.,   Kaptain,   S.,   Hartford,   J.,   Klausner,   R.   (1991)   Structural
relatiouship between an iron regulated RNA binding protein  (RE-BP)  and aconitase.
Functions implications. Cell.  64: 881-883.

Rounult, T., Haile, D., Downey, W., Philpott, C., Tang, C., and Samaniego, F. (1992) An
iron-sulfur cluster plays a novel regulatory role in the iron responsive element binding
protein.  BioMetals. 5:  13140.

Roy,    CN.,   Permy,   DM.,    Feder,   JN.    and   Erms,    CA.    (1999)   The   hereditary
hemochromatosis protein, ITE, specifically regulates trausferrin-mediated iron uptake
in HeLa cells. J Biol Chem. 274: 9022-9028.

Roy, C. and Erms, C. (2000) Iron homeostasis: new tales from the crypt. Blood. 96: 4020-
4027.

Roy, CN., Blemings, K., Deck, K., Davies, P., Anderson, E., Eiseustein, R. and Erms, C.
(2002). increased IRpl  and IRP2 binding activity accompanies a reduction of the labile
iron pool in IHE-expressing cells. J Cell Physiol. 190: 218-226.

Salter-Cid, L., Brunmark, A., Li, Y., Leturcq, D., Peterson. P. (1999) Transferrin receptor
is negatively modulated by the hemochromatosis protein IIFE:  implications for cellular
iron homeostasis. Proc Natl Acad Sci. USA 96: 5434-39.

Samaniego,  F.,  Chin,  J.,  Iwai,  K.,  Rouault,  T.  and  Klausner,  R.  (1994)  Molecular
characterization  of a  second  iron-responsive  element  binding  protein.  Iron  regulatory
protein 2. J Biol Chem.  269: 30904-30910.

Sanbrook, J., Fritsch, EF., Mahiatis, T.  (1989) Molecular Cloning: A laboratory Manual,
2° Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cols Pring Harbor, NY.

Sanchez, M., Queralt, R., Bingera, M., Rodes, J., Oliva, R.  (1998) Cloning, sequencing
and characterization of the rat hereditary hemochromatosis promoter: comparison of-the
human, mouse and rat REF promoter region. Gene. 225:I 77-87.

Santos, M., Schilham, M., Rademarkers, L., Marx, J.,, Sousa, M., and Clevers, H. (1996)
Defective iron homeostasis in P2-Microglobulin knockout mice recaprfulates hereditary
hemochromatosis in man.  J Exp Med.  184:  1975-1985.

Schalinske, KL. and Eisenstein, RS. (1996) Phosphorylation and activation of both iron
regulatory proteins 1 and 2 in EL-60 cells. J Biol Chem. 271: 7168-7176.

Sharp, P., Tandy,  S.,  Spurgeon, K., Williams, M.  and Srai,  SK.  (2000) Iron-dependent
regulation of DMTl transporter expressi.ch-in.Caco-2 cells. J Physiol. 572P:36P.



134

Simpson, R., Raja, K.  and Peters, T.  (1985).  Fe+-3 transport by brush-border membrane
vesicles  isolated  from  normal  and  hypoxic  mouse  duodenum  and  ileum.  Biochem
Biophys Acta. 814: 8-12.

Tabushi,  M.,  Yoshimori,  T.,  Yamagushi,  K.,  Yoshida,  T.,  Kishi,  F.   (2000)  Human
NRARE2®MT1,   whicb  mediates   iron  tranaport   across   endosomal   membranes,   is
localized to late endosomes and lysosomes in HepG2 cells. J Biol Chem. 275(29): 22220-
22228.

Tang,  C., Chin, J., Harford, J., Klausner, R.  and Rouault, T.  (1992) iron regulates the
activity of the  iron-responsive  element  binding  protein  without  changing  its  rate  of
synthesis or degradation. J Biol Chem.  267: 24466-24470.

Tapia,  V.,  Arredondo,  M.  and Nffiez,  MT.  (1996)  Regulation  of iron  absorption  by
cultured  intestinal  epithelia  (Caco-2)  cell  monolayers  with  varied  Fe  status.    Am  J
Physiol. 271(34): G443-G447.

Taub. M. and Shen, W. (1993) Regulation of pathways within cultured epithelial cells for
the transcytosis of a basal membrane-bound peroxidase-polylysine conjugate. J. Cell.  Sci.
106:  1313-1321.

Tchernitchko, D., Bourgeois, M., Martin, M., Beaunont, C. (2002) Expression of the two
mRNA isoform§ of the iron transport Nramap2DMTl  in mice and junction of the iron
responsive element. Biochem J. 363: 449-55.

Theil, E.  (1993)  The  RE  (iron regulatory element)  family:  structures which regulate
mRNA translation or stability. Biofactors. 4(2): 87-93.

Topham, R. Fads, C. and Butler, 8.  (1992) Alterations in the mucosal processing of iron
in response to very-short-tern dietary iron depletion and repletion.  Biochem J. 284: 877-
84.

Townsend, A.  and Drakesmith, H.  (2002) Role of IIfE in iron metabolism, hereditary
haemochromatosis,  anaemia  of chronic  disease,  and  secondary  iron  overload.  Lancet.
359: 786-790.

Trinder, D., Oates, PS., Sadleir, CT.  and Morgan, EH.  (2000) Localization of divalent
metal transporter 1  @MT1) to the microvillus membrane of rat duodenal enterocytes in
iron deficiency, but to hepatocytes in iron overload. Gut. 46:270-276.

Tsuji,  Y., Ayaki, H.,  Whitman,  S., Morrow,  C.,  Torti,  S.,  Torti,  F.  (200b)  Coordinate
transcriptional and translational regulation of ferritin in response to oxfdative stress. Mol
Cell Biol. 20: 5818-5827.



135

Tu, G., Cao, Q., Zhou, F. and Israel, Y.  (1998) Tetranucleotide GGGA motif in primary
RNA transcripts. J Biol Chem.1998; 273: 25125-131.

Waheed,  A.,  Parkkila,  S.,  Zhou,  X.,  Tomatsu,  S.   and  Feder,  J.   (1997)  Hereditary
hemochromatosis:   effects  of  C282Y  and  H63D  mutations  on  association  with  P2-
microalobulina, intracellular processing, and cell surface expression of the IIfE protein
in COS-7 cells.  Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 94:  12384-12389.

Wcheed, A., Parkkila, S., Saamio, J., Fleming, R. Zhou, X.  (1999) Association of IHE
protein  with transferrin receptor in  crypt  enterocytes  of human duodenum.  Proc Natl
Acad Sci. USA 96:  1579-1584.

Walhed A., Grubb J., Zhou X., Tomatsu Sh., Fleming R., Costaldi M., Britton R., Bacon
8., and Sly W. (2002) Regulation of transferin-mediated iron uptake by IIFE, the protein
defective in hereditary hemochromatosis. Proc Natl Acad Sci USA. 99: 3117-3122.

Walden,  W., Patino, M.  and Gaffi91d, L.  (1989) Purification of a specific represor of
ferritin mRNA translation from rabbit liver. J Biol Chem` 264: 13765-69.

Wallace,  D.,  Dooley,  J.,  Walker,  A.  (1999)  A  novel  mutation  of IIFE  explains  the
classical    phenotype    of   genetic    hemcohromatosis    in    a    C282Y    heteroaygote.
Gastroenterology.  116:  1409-12.

Weinberg, DE. (1989) Cellular regulation of iron assimilation.   The quarterly review of
biology. 64: 261-90.

White,   S.,  Hatton,   S.,   Siddiqui,  M.,  Parker,  C.   (1998)  Analysis  of  the  structural
requirements  for lysosomal  membrane targeting using transferrin receptor chimeras.  J
Biol Chem.  273(23): 14355-14362.

Wien, E. and Van Canpem, D. (1991) Mucus and iron absorption regulation jn rats fed
various levels of dietary iron. J Nutr.121: 92-100.

Williams, K., Wilson, MA., Bressler, J. (2000) Regulation and developmental expression
of the divalent metal ion transporter in the rat brain. Cell Mol Biol. 46(3): 563-71.

Wright,  A.,  Southon,  S.  and  Fairweather,  T.  (1989)  Measurement  of non-haem  iron
absorption in non anemic rats using 59Fe: Can the Fe content of duodenal mucosal cells
cause   lumen   or   mucosal   radiof sotope   dilulon,   or   both,   thus   resulting   in   the
understimation of Fe absortion?. Br J Nutr. 62: 719-27.

Zheng, H., Bhavsar, D., Volz, A., Ziegler, A. and Drysdale, J. ( 1994) Exlusion of ferritius
and    iron-responsive    elements    (RE)-binding    proteins    as    candidates    for    the
hemochromatosis gene. Huln Genet. 94:  159-164.



136

Zhou, X., Tomatzu, S., Fleming, R., Parkkila, S., Waheed, A. and Jiang, J.  (1998) REE
gene knockout produces mouse model of hereditary hemochromatosis. Proc Natl Acad
Sci. USA. 95: 2492-2497.

Zoller, H., Pietrangelo, A., Vogel, W. & Weiss, G.  (1999) Duodenal metal-transporter
(DMT-1, NRAMP-2) expression in patients with hereditary haemochromatosis. Lancet
353,2120-2123.

Zoller, H., Koch, R. 0., Theurl,I., Obrist, P., Pietrangelo, A., Montosi, G., Halle, D. J.,
Vogel, W.  & Weiss,  G.  (2001,) Expression of the duodenal iron transporter divalent-
metal   transporter   1    and   ferroportin   1   in   iron   deficiency   and   iron   overoad.
Gastroenterology 120,1412-1419.


