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RESUMEN

Las células del epitelio duodenal, son el principal sitio de absorcion de
hierro (Fe) dietario. El proceso de captacion de Fe por estas células es regulado por la
concentracion intracelular de Fe y por el contenido de Fe reactivo. Existen dos
mecanismos reconocidos de captacién de Fe por estas células. La endocitosis de
transferrina-Fe mediada por el receptor para tramsferrina presente en la membrana
basolateral y la captacién de Fe por el transportador DMT1 en la membrana apical. En
la Hemocromatosis hereditaria (HH), enfermedad autosomica recesiva que afecta al
metabolismo del hierro y que se caracteriza por una absorcién intestinal aumentada de
Fe, se produce una progresiva sobrecarga de hierro en diferentes drganos y tejidos. El
mecanismo fisiolégico por el cual HFE, proteina producto del gen normal de la HH,
regula la absorcién de Fe es atn poco conocido. Con la hipdtesis que la proteina HFE
silvestre regula la absorcién intestinal de Fe, en este trabajo hemos caracterizado el
efecto de la sobrexpresion de la proteina HFE en células tipo epitelio intestinal Caco-2.
Encontramos que el efecto primario de la sobrexpresion de HFE es una marcada
reduccion en la captacién apical de Fe, a pesar de un sistema regulatorio de Fe
(IRP/IRE) activo y un aumento de 4 veces en la masa del transportador de metales
divalentes DMT1. La sobrexpresién de HFE-H63D no indujo ninguno de los resultados
anteriores. Hemos demostrado ademas, que el transportador DMT1 es el principal

transportador apical de Fe y que también participa en el transporte de Cu. La

sobrexpresién de wiHFE produjo un cambio en la distribucion tanto de la proteina HFE




como del transportador DMT1. La expresién de wtHFE en la membrana apical podria
ser explicada por un mecanismo de transitosis. El cambio en la distribucion de DMT]1,
no explica por si solo los hallazgos encontrados en la hemocromatosis, ya que en la
membrana apical el transportador DMT1 no desaparece. Por otra parte, la proteina HFE
mutada en H63D pierde su capacidad de regular negativamente la actividad de DMT1.
Puesto que la proteina mutada de HFE (C282Y) no llega a la membrana plasmaética, el
efecto inhibitorio sobre la absorcién de Fe estaria perdido en la HH. Considerando el
efecto inhibitorio de la proteina HFE sobre la captacion de Fe demostrado aqui, se
podria explicar la absorcién aumentada de Fe en la HH, en donde la funcién normal de
la proteina HFE con la mutacion H63D se ha perdido. Més importantemente, sugerimos
que la presencia de wtHFE en la membrana apical de las células controles permitiria una
interaccion directa entre wiHFE y DMT1 y podria producir asi, la regulacién sobre la

actividad de DMT1.




ABSTRACT

Iron (Fe) absorption occurs principally in the duodenal epithelial cells. The Fe
uptake is a highly 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 DMT1 in the apical membrane. Hereditary
hemochromatosis (HH) is a common autosomal recessive disorder of iron metabolism
characterized by increased intestinal iron absorption, which leads to progressive iron
overload. The physiological mechanisms by which HFE, the normal product of the HH
gene regulates intestinal iron absorption are unknown, under the hypothesis that HFE
regulates intestinal iron absorption. We characterized the effect of HFE overexpression
on apical iron uptake in intestinal epithelial Caco-2 cells. We found that the primary
effect of HFE overexpression was a marked reduction of apical iron uptake, despite a
working IRE/IRP system and a four-fold increase in the mass of the iron transporter
DMT1. HFE-H63D overexpression does not induce any of these results. We
demonstrated that DMT1 is the main apical Fe transporter and that participated actively
in apical Cu transport. HFE overexpression produced a change in the distribution of both
HFE and DMT1. The presence of wtHFE in the apical membrane could be explained by
a transcytosis process. However, DMT1 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 HFE cells. The




H63D mutation produced a protein lacking its normal capacity to negatively regulate
DMT1 activity. Since HFE-C282Y cannot reach the surface cell, this inhibitory effect
over Fe uptake would be lost in HH. The inhibitory effect of HFE on apical iron uptake
reported here provides an explanation for the increased absorption of iron observed in
HH, where the normal function of HFE-H63D is lost. More importantly, we suggest that
the presence of HFE in the apical membrane of control cells would allow for a direct
interaction between. HFE and DMT1 and could cause the DMT1 activity regulation by

HFE.




1. INTRODUCCION

El hierro (Fe), es considerado el elemento traza mas importante para la vida.
Participa en procesos como fransporte y almacenamiento de oxigeno, fosforilacion
oxidativa, metabolismo de neurotransmisores y sintesis del DNA. El 70% del Fe
norganico se encuentra en la hemoglobina y como Fe de deposito en forma de ferritina
(Fn) o hemosiderina en el sistema reticuloendotelial y células del parénquima hepético.
También, se encuentra en compartimentos cuantitativamente menores, como el Fe presente
en mioglobina, Tf y en diversos sistemas enzimaticos (INACG, 1979). En condiciones
normales, las células obtienen su Fe desde T mediante endocitosis mediada por el receptor
para Transferrina (RTf) (Aisen and Brown, 1980; Weinberg, 1989). Sin embargo, bajo
ciertas circunstancias, las células pueden incorporar Fe directamente desde el medio
externo, en forma independiente de transferrina, a través de la membrana plasmaética
(Morgan, 1988). Esta incorporacion es mediada por un transportador de membrana (Nifiez
et al., 1992), el cual estd presente hasta el estadio de reticulocito durante el desarrollo del

glébule rojo.

Regulacion de los Niveles de Fe Celular.
La regulacion del metabolismo intracelular de Fe se realiza a nivel post-

transcripcional por las proteinas citoplasmaticas IRP1 e IRP2 (Iron Regulatory Proteins)




(Haile et al., 1992a; Emery-Goodman et al., 1993; Theil, E. 1993; Dix et al., 1993;
Mascotti et al., 1995); IRE-BP (Iron Responsive Element Binding Protein) (Haile et al.,
1989; Eisenstein et al., 1993); P90 (Walden et al., 1989) ¢ IRF (Iron Regulatory Factor)
(Mullner et al., 1989). Ambas IRP regulan la expresion post-transcripcional de proteinas
involucradas en la homeostasis y utilizacién de Fe (Guo et al., 1995a). IRP es codificada
por un gen ubicado en el cromosoma 9 humano, al igual que el gen de la aconitasa
mitocondrial (Beiner and Kennedy, 1993). IRP1 presenta una movilidad relativa de 98
kDa (Walden et al., 1989) y en su estructura cuatro dominios, de los cuales los dominios
1 al 3 se unen al dominio 4 por una unidn tipo bisagra. Contiene ademds, un nticleo
stlfuro-hierro 4Fe-4S entre los dominios 1-3 y 4 en equilibrio con un ordenamiento
3Fe-4S (Leibold and Guo, 1992; Rouault et al., 1992). Ademas, presenta una gran
homologia estructural con la aconitasa mitocondrial (Rouault et al., 1991). IRP1 posee
actividad de unién a ARNm reversiblemente regulada por la concentracion intracelular de
Fe. A menor Fe intemo mayor actividad de unién a ARNm y viceversa (Samaniego et al.,
1994). El cambio en la actividad de IRP1, se realiza sin una variacién en la expresion de la

proteina (Tang et al., 1992).

El ntcleo sulfuro-hierro confiere a la IRP una doble funcién dependiendo de la
concentracion intracelular de Fe. En condiciones de alta concentracién de Fe intracelular,
la IRP presenta un ntcleo sulfuro-ferroso con una conformacién 4Fe-4S, y la proteina
presenta una actividad enzimatica tipo aconitasa. Por el contrario, en bajo Fe intracelular,

el nicleo sulfuro-ferroso se disocia generando apo-IRP, con capacidad de realizar




interaccion proteina-ARNm, uniéndose especificamente a una secuencia de 28 nucleétidos
no codificantes de los ARNm de las proteinas involucradas en el metabolismo del Fe. Esta
secuencia nucleotidica se ha denominado IRE (Iron-Responsive Element) (Haile et al.,
1989; Rouault et al., 1989a y 1989b) y presenta una estructura secundaria tipo horquilla,
con un tronco de 11 pares de bases con una C no apareada en 5', y un loop de seis
nucledtidos, cuya secuencia de consenso corresponde a CAGUGM (Haile et al., 1989;
Mascotti et al., 1995). La unién IRP-IRE es una interaccion de alta afinidad (K4 > 20 pM)
(Haile et al., 1989). Al unirse la IRP a un IRE ubicado en la regién 5' no codificante del
ARNm de Ia ferritina y/o de la S-amino-levulinico sintetasa eritroide, se inhibe la union del
complejo de pre-iniciacion traduccional 43S, impidiendo su movimiento hacia el codén de
inicio (Gray and Hentze, 1994; Goossen et al., 1990), lo que reprime la traduccion de estas
proteinas involucradas en el almacenaje y utilizacion de Fe respectivaménte. Sin embargo,
la captacion de Fe es ampliamente regulada por 5 copias de IREs que se ubican en la
region 3' no codificante del ARNm del RTf (Leibold and Guo, 1992; Kithn and Hentze,
1992; Haile et al., 1992a), la unién de la IRP a estos IREs estabiliza el ARNm del RTT,

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

Henderson y colaboradores (1993) demostraron la existencia de IRP2 (105 kDa),
proteina que también presenta actividad de unién a ARNm en roedores, que se
diferencia de IRP1, por presentar una insercién de 79 aminoécidos en el dominio 1 que no
se encuentra en IRP1 (Samaniego et al., 1994). IRP2 no presenta el nicleo sulfuro-ferroso

y su actividad de unién a IREs no es regulada por la concentracion intracelular de Fe. Sin




embargo, cuando la concentracién de Fe interno aumenta la proteina es degradada.
Adicionalmente, IRP2 no presenta actividad tipo aconitasa y su actividad de unién a IRE
es menos sensible a inhibicién por N-etil maleimida (NEM) (Guo et al., 1995b; Kim et al.,

1995).

Regulacion de la absorcion intestinal y de los niveles corporales de Fe.

Las células intestinales regulan la absorcion de Fe segiin las necesidades del
organismo: altos niveles corporales de Fe bloquean y bajos niveles incrementan su
absorcion intestinal. Nuestro laboratorio ha determinado dos sitios de regulacién en el
proceso de absorcion de Fe intestinal: 1) regulacién en la etapa de incorporacién
(captacion) y 2) regulacion en la etapa de transferencia al medio basolateral (transporte).
La forma en que las células intestinales detectan los niveles de Fe, es acumulandolo
mediante endocitosis basolateral de Tf plasmatica. Asi por ejemplo; se puede visualizar
la siguiente secuencia: alto nivel de Fe corporal, mayor saturacién de la Tf, interaccion
Tf-célula y mayor acumulacion de Fe en la célula epitelial. Lo anterior produce por
mecanismos no conocidos una menor absorcién de Fe desde el lumen del intestino y una
menor transferencia desde la célula hacia la circulacién (Tapia et al., 1996; Niifiez et al.,
1996). El ciclo RT-Tf en estas células, no estd involucrado en la captacién de Fe en la
membrana apical, ya que el RTf se encuentra ausente en esta membrana (Levine and
Seligman, 1984; Parmeley et al., 1985), sin embargo, el RTf ha sido localizado
especificamente en la membrana basolateral del enterocito (Banerjee et al., 1986), en

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




1996). Ademas, debe considerarse, que aunque en estudios preliminares la Tf habia sido
descrita en las células del duodeno (Huebers et al., 1983), analisis moleculares no han
detectado el ARNm para ella, lo que excluye un origen endégeno para la Tf (Pietrangelo
et al., 1992; Peters et al., 1988), por lo que seria importada desde €l plasma a través del

ciclo RTf-Tf.

Los niveles de Fe corporal son regulados por la absorcion intestinal (Brown et
al., 1958; Flanagan, 1989). Debe entonces existir un mecanismo de informacion que
comunique €l estado de repleciéon de Fe corporal al intestino, asi, la célula intestinal
debe "sentir” los depositos de Fe corporal y sobre la base de tal informacion procesar el
Fe dietario para la absorcién (Wright et al., 1989; Wien and Van-Campem, 1991),
siendo por lo tanto, los depdsitos de Fe corporal, la eritropoyesis y la anemia los
principales factores que influencian la cantidad de Fe tomado por el enterocito desde la
dieta (Hughes et al., 1992). Dos importantes cambios ocurren durante el procesamiento
mucosal de Fe que acompafian a la disminucién de los depésitos de Fe corporal, el
primero es un aumento en la captacion de Fe por el enterocito y el segundo es una
disminucion radical de la incorporacion de Fe en la ferritina mucosal. Estos dos cambios
aumentarian el compartimento intercambiable de Fe en la célula mucosal y facilitarian
la transferencia de una mayor fraccion de Fe dietario al plasma (Topham et al., 1992).
Estos antecedentes han sido consistentes con la hipétesis que una disminucién de corta
duracién del Fe produce un efecto estimulante sobre el procesamiento .de Fe en la

mucosa, equivalente al observado en animales con deficiencia de Fe severa, por lo que




un ajuste en la captacion de Fe por la membrana luminal ocurre extremadamente rapido
en respuesta a cambios en el contenido de Fe de la dieta (Topham et al., 1992). Estos
antecedentes han permitido sugerir que el contenido de Fe dietario previo regula
subsecuentes absorciones del metal (Fairweather-Tait and Wright, 1984), y sostienen la
hipétesis que existe un marcado efecto local de la exposicién diaria a Fe, sugiriéndose
que la regulacién puede ser ejercida principalmente a través de la supresion de la

captacion por la mucosa.

Fase de Captacion y de Transferencia

La etapa regulada en la captacién de Fe es su pasaje a través del epitelio intestinal
(Flanagan, 1989). Este paso transcelular es regulado inversamente por los depésitos de Fe
mntracelular. Esta regulacién se demostré en vesiculas del borde en ribete de células
intestinales deficientes en Fe, las que presentaron una captacién de Fe aumentada
(Simpson et al., 1985). Nosotros hemos estudiado el efecto de los niveles intracelulares de
Fe sobre la velocidad de captacion de Fe desde el medio apical. La velocidad de captacién
disminuye cuando la concentracién intracelular de Fe aumenta hasta 02 mM. Una
concentracion mayor a 0,2 mM no produce una mayor disminucién de la captacién de Fe.
Por lo tanto, una mayor fraccién de esta capacidad de captacion de Fe (~70%) se encuentra
regulada por el contenido de Fe de la célula, mientras que un menor porcentaje es
insensible a regulacion. Claramente, el mecanismo por el cual la célula regula la captacion
de Fe, esta bajo el control de la concentracién intracelular de Fe, el cual puede ser

correlacionado con los niveles de Fn y con una disminucién en la actividad de la IRP1.




Estas respuestas coordinadas sugieren que la absorcién de Fe y la actividad IRP se
encuentran bajo el control de un regulador comtin sensible a Fe, que opera en células con
una concentracion intracelular menor de 200 pM de Fe (Tapia et al., 1996; Arredondo et

al,, 1997).

EI RTf es un miembro de los receptores de la superficie celular que se encuentran
constitutivamente recubiertos y que son rdpidamente internalizados (Collawn et al., 1990).
La estructura primaria del RTf ha sido deducida a partir del cDNA y consta de des
subunidades idénticas de 95 kDa covalentemente unidas por dos puentes distlfuros.
Girones y colaboradores (1991), identificaron un subdominio de internalizacién funcional
de aproximadamente 20 amino4cidos presente en el extremo amino-terminal del receptor.
Esta region seria suficiente y necesaria para permitir una endocitosis efectiva, eficiente y
rapida del RTf'y que la sefial de internalizacién YTRF (Collawn et al., 1990) por si sola, no
seria suficiente para determinar la endocitosis del RTf, Complementariamente, se demostr6
que Ia tirosina 20 (en el dominio intracelular) tendria un rol directo en la endocitosis del
complejo RT{-Tf, formando parte del dominio de reconocimiento que permitiria el proceso
de endocitosis (Alvarez et al., 1990). Por lo tanto, Ia posicion relativa de la sefial en el tallo
citoplasmatico, es una caracteristica critica que distinguiria sefiales de blanco lisosomal de

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

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

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

s s




secuencia de este proceso es: a) unién del complejo RTf - Tf-Fe a su receptor en la
membrana celular, b) internalizacién del complejo RTF-Tf-Fe mediante endocitosis, ¢)
acidificacion de la vesicula endocitica (pH 6,0-6,2) mediado por una H*-ATPasa y
labilizacién del Fe** de 1a 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 liberada a Ia circulacion (De Silva et al., 1996), d) reduccién del Fe** a Fe*? por
una reductasa dependiente de ascorbato, y €) transporte membranoso del Fe* y paso de
éste al citosol (Nufiez et al., 1990). Desde este lugar, el hierro es transportado hacia Ia
mitocondria o es almacenado en la ferritina. Las células intestinales tienen abundantes RTF
en la membrana basolateral. Nuestro laboratorio demostrd, que las células intestinales
adquieren considerables cantidades de Fe por medio de endocitosis basolateral de Tf y
postulamos que este proceso seria parte del mecanismo por el cual, la célula del epitelio

intestinal sensaria la concentracién plasmatica de Fe (Niifiez et al., 1996).

Transportador de Metales Divalentes 1 (DMT1).

El transporte de hierro desde el lumen intestinal hacia el enterocito es el punto de
mayor regulacién de la absorcién intestinal. Este transporte es mediado por el
transportador de metales divalentes DMT1 (Gunshin et al., 1997). La secuencia
nucleotidica de DMT1 predice una proteina de 561 aminoécidos, con doce segmentos
putativos de transmembrana y con los extremos amino y carboxilo terminal ubicados
hacia el citoplasma. La proteina se expresa ubicuamente, principalmente en duodeno,

rifién (Gunshin et al., 1997). Es probable que su funci6n transportadora de Fe se lleve a




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), hipocampo,
corteza y cerebelo (Williams et al., 2000), cerebro (Burdo et al., 2001), rifién (Ferguson
et al., 2001; Tchemnitchko et al., 2002), médula 6sea e higado (Gunshin et al., 1997,
Trinder et al., 2000). La forma dominante de DMT1 expresado en el duodeno es la

forma DMT1-IRE (Oates et al., 2000).

En el duodeno de animales deficientes en Fe, la expresion de DMT1 aumenta
varia veces, una indicacion que DMT1 es regulado por los niveles intracelulares de
hierro (Griffiths et al,, 2001). Dos ARNm para DMT1 se generan por empalme
alternativo, uno con un motivo IRE en la regién 3" no traducida (DMT1-IRE) y otro sin
motivo IRE (DMT1 no IRE) (Lee et al., 1998; Canonne-Hergaux, 2001; Cazzola and
Skoda, 2000). Esto resulta en la activacion de la expresién de DMT1-IRE por el sistema
IRP/IRE y un aumento en la captacion apical de hierro a bajos niveles celulares de hierro
y en una actividad basal de transporte independiente de la concentracién celular de
hierro dado por DMT1 sin IRE. DMT1 fue caracterizado electrofisiolégicamente y se
describié como un transportador que realiza transporte activo acoplado a protén y
depende del potencial de membrana de la célula para su funcién. En estas condiciones, el
transportador presenta un amplio rango de sustratos, entre los que se encuenira Fe**,
cu¥, Zn®*, Mn®*, Co®, Cd**, Ni¥¥, y Pb*" (Gunshin et al., 1997). DMT1 se localiza
ademas, en endosomas tardios y lisosomas (Fleming et al., 1998; Gruenheid et al., 1999;

Andrews et al., 1999), donde DMT1 transferiria el Fe*? 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 mutacion sin sentido, G1 85R, genera un transportador DMT1

que es deficiente en el transporte de hierro (Fleming et al., 1998).

La expresion de DMT1 es estimulada por una dieta deficiente en hierro y
representa un mediador clave de la absorcién de hierro intestinal. DMT1 ademis de
localizarse en la membrana apical de las células de epitelio intestinal, también se
encuentra localizado en endosomas tardios y lisosomas, donde podria transferir el Fe
libre del endosoma al citoplasma durante el ciclo intracelular del RTETFE (Gruenheid et

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

Hemocromatosis Hereditariay proteina HFE.

La Hemocromatosis Hereditaria (HH) es una enfermedad autosémica recesiva,
ligada al sistema mayor de histocompatibilidad (HLA) clase I y es uno de los
desordenes genéticos mas ¢omunes en el hombre (1 a 2 individuos de 400 presentan la
patologia) (Feder et al., 1996). Su incidencia es mayor que la sumatoria de la fibrosis
quistica, fenilcetonuria y distrofia muscular (Parkkila et al., 1997a). Se caracteriza por
una falla en la regulacion de la absorcién de Fe, un aumento en la saturacién de la Tf y
un progresivo depésito de Fe en las células parenquimales de algunos organos (Santos

et al., 1996; Felitti and Beutler, 1999) y toxicidad celular (Fleming and Sly, 2002).

La busqueda del gen 6 los genes involucrados en esta patologia se prolongé por
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muchos afios, incluyendo una posible relacién en la expresién anormal de Fn y del RTf
que implicasen una mayor retencion y/6 captacion del Fe de la dieta en los individuos
afectados (Zheng et al, 1994). Feder y colaboradores (1996), identificaron un gen
candidato que codifica la proteina HFE, en el brazo corto del cromosoma 6, que estaria
involucrado en el desarrollo de la HH. Sorprendentemente, este gen no codifica para
una proteina con caracteristicas de transportador de metales, sino una proteina del tipo
HLA clase . La regién promotora del gen de HFE contiene secuencias homélogas a
algunos elementos regulatorios cis, incluyendo GATA, NF-IL6, AP1, AP2, CREB,
PEA3, v-IRE, GFI1, HNF-3p y HFH2 (Sénchez et al., 1998; Fleming and Sly, 2002). La
expresion de HFE en cultivos celulares no es inducida en respuesta a algunas citoquinas
(Salter-Cit et al., 1999) y no se ha descrito regulacioén transcripcional por metales en

este gen (Fleming and Sly, 2002)

Los seis primeros exones del gen de HFE codifican para: péptido sefial de 22
aminodcidos, tres dominios extracelulares (dominios o1, a2 y 03) desde el amino4cide
23 al 293, dominio de transmembrana (residuos 294-316) y un pequefio dominio
citoplasmatico (aminodcidos 317-343) (Parkkila et al., 1997b), codificando una proteina
de 343 aminoacidos. Presenta un puente distlfuro entre los dominios o2 y a3, que es
clave en la funcién de la proteina, ya que la proteina HFE interactia en el reticulo
endoplésmico con la chaperona B,-microglobulina (8,M) a través del dominio 3. Esta
interaccion es necesaria para la destinacién de HFE a la membrana plasmatica y se

pierde cuando este enlace esta ausente (Lebron et al., 1998). Estudios cristalograficos
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han demostrados que los dominios al y o2 forman un superdominio que incluye dos o-
hélices antiparalelas, aunque la hendidura formada por estas a-hélices es analoga al sitio
de unién de péptidos en las moléculas HLA clase I, se ha demostrado que HFE no

realiza actividad funcional de uni6n de péptidos antigénicos (Lebron et al., 1998).

Feder y colaboradores (1996), describieron la primera mutacién en este gen
ancestral, la cual corresponde a un simple cambio de base en el exén 4 del gen de HFE.
Esta mutacién corresponde a la transiciéri de una G por A en el nucleétido 845 del
marco de lectura abierto, lo que resulta en la sustitucién de una cisteina por una tirosina
en el aminoacido 282 (C282Y) de su secuencia aminoacidica. El 85% de los pacientes
con HH son homocigotos en esta mutacién e involucra a un residuo altamente
conservado que participa en un puente distlfuro intramolecular, que rompe la estructura
y funcién de la proteina. La homologia entre HFE y las moléculas HLA clase 1, permitio
hacer la prediccién que HFE se encontraba fisicamente asociada con B.M. HFE-C282Y
pierde la capacidad de interactuar con la proteina $,M y altera el procesamiento y el
trafico intracelular de la proteina HFE y una produce una expresién disminuida en la
superficie celular (Waheed et al., 1997). La formacién de este complejo ha sido
demostrada tanto en duodeno humano (Waheed et al., 1999), placenta (Parkkila et al.,
1997a), como en células de cultivo (Feder et al., 1997; Gross et al., 1998). En cultivos
celulares, se demostré que la mayor parte de la proteina HFE-C282Y es retenida en el
reticulo endopldsmico y compartimentos mediales del aparato de Golgi. La protefna no

alcanza a completar su procesamiento en el aparato de Golgi tardio y es degradada

|
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rapidamente (Feder et al., 1997, Waheed et al., 1997). Los pacientes con HH presentan
una reducida expresion en la superficie celular de la proteina mutante C282Y (Parkkila
et al., 2000), lo que confirmé que la asociacion entre HFE y B,M es necesaria para su
expresion en la membrana celular y su interaccion con el RTf. El signiﬁcado funcional
de la interaccién entre la 8,M y la proteina HFE fue estudiado en ratones deficientes en
B2M (B2m -/-) (Santos et al., 1996; Levy et al., 1999) y en ratones knock-out para HFE
(Zhou et al., 1998), los que presentaron una sobrecarga de Fe similar a 1a observada en

los pacientes con HH.

Una segunda mutacién en importancia y mds comin que la mutacién C282Y en
la proteina HFE corresponde al cambio de la C 187 por G en el segundo exén, lo que
resulta en la sustitucién de una histidina por un 4cido aspértico en la posicién 63
(H63D) de la secuencia aminoacidica, que corresponde al dominio o1. Esta mutacién
H63D permitiria la formacion de un puente salino con un aminoécido del dominio a2 de
HFE, debilitando de esta forma la interaccion con el RTf'y explicaria su efecto sobre el
metabolismo del Fe (Waheed et al., 1997; Fleming and Sly, 2002). A diferencia de Ia
proteina HFE-C260Y, HFE-H63D es destinada normalmente hacia la membrana
plasmatica. La mutacién H63D se encuentra en un 15 a 40% de la poblacién caucasica,
sin embargo, su presencia como homocigoto es muy baja. Ocho de nueve pacientes con
HH que son heterocigotos de C282Y tienen la mutacién H63D en el otro alelo (Beutler,
1998). El riesgo de sobrecarga de Fe producido en el heterocigoto C282Y/H63D es

aproximadamente 200 veces menor que cuando se encuentra el homocigoto C282Y.
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Se han descrito otras mutaciones asociadas a la proteina HFE ademas de C282Y
y H63D en pacientes con sobrecarga de Fe. Estas mutaciones incluyen S65C, G93R,
I105T (Barton et al., 1999; Mura et al., 1999). De estas mutaciones, S65C es la mas
comiin (7,8% de la poblacién con un fenotipo HH, pero sin las mutaciones H63D ni
C282Y). Las mutaciones G93R y 1105T se localizan en el dominio a1. En adicién a
estas mutaciones, se han descrito dos mutaciones que implican un cambio en el marco
de lectura (P160AC y V68AT) (Pointon et al., 2000), dos mutaciones sin sentido

(Piperno et al., 2000) y una mutacién en el sitio de splicing (Wallace et al., 1999).

La relacion establecida entre la proteina HFE y el metabolismo del Fe fue dada
por la observacién que HFE forma un complejo con el RTf (Bennett et al., 2000). La
formacidn de este complejo resulta en una disminucién en la unién de la transferrina al
RTf (Lebron et al., 1998; Feder et al., 1998). HFE se une al RTf con una afinidad similar
que la Tf, compitiendo con ella por el sitio de unién (Roy and Enns, 2000). La
estequiometria del complejo HFE-RT, aun no estd completamente clarificada, sin
embargo, estudios de interaccion entre HFE y RTf en células transfectadas y en solucién
sugieren una estequiometria de 1:2 (una molécula de HFE por dimero de RTY). Sin
embargo, la estructura cristalina indica que una estequiometria de 2:2 es posible en
condiciones de altas concentraciones de HFE (Roy and Enns, 2000). La formacién de
este complejo entre HFE y el RTf produce una disminucién en la captacién de Fe
dependiente de Tf. Sin embargo, ya que la constante de disociacién de la Tf por el

complejo HFE-RTT es del orden nanomolar (2 — 5 nM) (Lebron et al., 1998; Feder et al.,




15

1998) y la concentracién de Tf plasmética es de aproximadamente 35 pM, se asegura una
completa saturacion del RTf, atin en presencia de HFE. Sin embargo, esta disminucion de
la afinidad de RTf por Tf no explica la aumentada absorcion intestinal de Fe observada en

laHH.

HFE y Tf podrian unirse simultdneamente con el RTf (Lebron and Bjorkman,
1999a) y competirian por su unién al RTf. Para que esto suceda, se requiere la formacion
de un complejo ternario (HFE:RTf:TfFe = 1:2:1) en donde HFE se uniria a una 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 HFE, se podria
formar el complejo ternario 2:2:2 (Roy and Enns, 2000). La estequiometria para el
complejo ternario 1:2:1, implica que la unién de HFE al RTf, produce la internalizacién
de solamente la mitad de Tf-Fe disponible en el medio. Por lo tanto, la concentracién
relativa en la superficie celular de HFE y RTf y su proximidad espacial en la membrana
seran criticos para determinar como HFE afecte la unién de TfFe al RTf bajo

condiciones fisiolégicas.

Si HFE y Tf pueden unirse simultineamente al RTf, sugiere que HFE podria
traficar a vesiculas endociticas junto con el complejo RTETf. Una caracteristica de la
interaccién HFE-RTf es su fuerte dependencia del pH. HFE se une débilmente al RTf en
el pH é4cido del endosoma (Roy et al., 1999), indicando que la proteina HFE podria

disociarse del RTf en las vesiculas acidicas intracelulares, quizés para realizar alguna otra
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funcién en la vesicula (Lebron et al, 1998; Drakesmith and Townsend, 2000). Los
residuos de histidina son probablemente los aminoécidos candidatos que mediarian las
interacciones dependientes de pH, ya que cambian su protonacion a pH 6.5.
Particularmente, seria importante profundizar sobre la participacién del ndcleo de
histidinas en la proteina HFE (Histidinas 87,89,94 y 123) en la dependencia de pH de la
interaccidn entre HFE y RTf, Puede ser relevante ademas, que el RTf con la Tf participan
en otra interaccién dependiente de pH, en donde el RTf une apo-Tf a pH 4cido pero no a

pH basico (Richardson and Ponka, 1997).

Estudios de inmunolocalizacién de HFE, muestran que la proteina es expresada
en la zona de la cripta del intestino delgado del tracto gastrointestinal (Parkkila et al,
1997a; Waheed et al, 1999). Por inmunolocalizacién en la superficie de células 293, se .
observé que la proteina HFE, forma un complejo estable con el RTf La proteina HFE
mutante C260Y, forma solam‘ente trazas de este complejo, permitiendo una wnién de la Tf
al RTf con alta afinidad (Feder et al., 1998). De igual modo, la mutacién H63D presenta
una consecuencia funcional similar, alterando en menor grado la afinidad de unién del RTf
por TF, sin embargo, no afecta Ia asociacién con la proteina PB,-microglobulina 6 su
expresion en la superficie celular (Lebron et al., 1998). La interaccion entre HFE, RTfy
Fe, sostienen la hipdtesis que unma perturbacién en el sistema RTETS seria un
componente en la pérdida de la regulacién de la absorcién intestinal de Fe (Lebron et

al., 1998). La posible interaccién HFE/RTf provee un nuevo blanco para agentes
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terapéuticos dirigidos hacia la regulacion de Fe y/6 distribucion tisular en desérdenes de

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

Observaciones recientes de Waheed y cols (2002) indican que la sobrexpresion
de HFE en células CHO induce un aumento en la velocidad de externalizacién de RTf
dependiente de la presencia de $2M, sugiriendo que el efecto del complejo HFE-B2M
en las células CHO reflejaria su rol normal en la célula del epitelio intestinal donde
participaria “sensando” el Fe corporal y en la regulacion de la absorcion de Fe. Los
autores sugieren, que en la HH, existe una desregulacién de la absorcion de Fe, ya que
el proceso de captacion en las células de la cripta del duodeno es la clave para sensar los
niveles de Tf-Fe en los capilares que rodean estas c€lulas de la cripta donde la absorcién
de Fe es controlada. Esta desregulacion produce entonces células pobres en Fe, ain en
presencia de un exceso de Fe corporal, como sucede en la HH. Este modelo se sostiene
ademas, por la presencia de una aumentada expresion duodenal del transportador apical
DMT!1 y una aumentada expresion del transportador basolateral de Fe Iregl

(Ferroportina 1 6 MPT1) (Zoller et al., 1999; 2001),

El receptor para transferrina localizado en la membrana basolateral de las células de
la cripta y microvellosidades facilita la entrada de Fe a la célula desde el plasma por
internalizacion de Tf-Fe; (Pietrangelo et al, 1992; Nufiez et al., 1996). En estados de
disminucién de los depdsitos de Fe, la expresion del RTf depende del nivel de Fe

intracelular, mientras que el Fe absorbido por el enterocito es rapidamente entregado al
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plasma, la reduccién del compartimento intracelular de Fe activa la expresién del RTf con
el objeto de restaurar el balance de Fe interno (Pietrangelo et al., 1992). En €l modelo en
estudio, el niimero de RTf presenté un comportamiento inverso con respecto a la
concentracién de Fe interno en las células witiFE, es decir, presentaron un mayor
nimero de RTf que las células controles y HFE-H63D. Estos resultados apoyan Ia
hipétesis que la expresion del RTf se encuentra aumentada en células con baja
concentracion de Fe interno (Pietrangelo et al., 1992) y que el niimero de RTf es regulado

inversamente por la concentracion de Fe interno (Chan et al., 1994).

Resultados de Fleming y colaboradores (1998) y Oates v colaboradores (2000)
indican que la fase de captacién de Fe en células de epitelio intestinal es mediada por el
transportador DMT1 lo que sugiere fuertemente que DMT1 es el transportador que
media la sobrecarga de Fe en la HH. Estudios realizados en ratas knockout para HFE
indicaron un fenotipo de sobrecarga de Fe, en tanto que el doble knockout HFE/DMT]

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

Cultivo celular y células tipo epitelio intestinal Caco-2.

Un problema fundamental para llevar a cabo estudios de absorcién intestinal de
Fe, es la carencia de modelos adecuados. Los estudios en érgano completo s6lo permiten
evaluar la incorporacién de Fe al intestino, incorporacion al plasma y al organismo
entero (Fairweather-Tait et al, 1985). Sin embargo, este modelo no es adecuado 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 (Halleaux and Schneider,
1991; Peterson and Mooseker, 1993a; 1993b), nos ha permitido realizar estudios de
captacion y transporte transepitelial de Fe, ya que sintetizan las proteinas relacionadas con
el metabolismo del Fe, tales como el transportador DMT1(Gunshin et al., 1997), Fn, RTf
(Hamilton et al., 1994) y un sistema IRP/IRE activo (Arredondo et al., 1997). Las células
Caco-2, se comportan ademds, como enferocitos tanto en la regulacion del transporte
transepitelial (Alvarez-Hernandez et al., 1991) como en su capacidad reductiva de Fe™
apical (Nufiez et al., 1994). Ofrecen ademds, ventajas notables respecto al modelo de trozo
de intestino, como por ejemplo no presentar la interferencia producida por el tejido
intersticial y del tejido muscular presente en el intestino, por lo que el andlisis de niveles de
Fe intracelular se puede adjudicar inequivocamentfz a las células responsables de la
regulacion de la absorcién intestinal, es decir de la mucosa intestinal. Mas ann, a diferencia
del epitelio intestinal, las células en cultivo representan poblaciones homogéneas en edad y

contenido de Fe intracelular.

La célula intestinal durante su migracién hacia el tope d;: la vellosidad intestinal
se diferencia en una célula absortiva funcional, proceso que en el humano dura
aproximadamente tres dias. Si consideramos que la célula emergente trae consigo la
mitad del Fe de la célula madre y que si ademds se encuentra en un estado de
disminucién general de Ios depésitos de Fe, la célula captara Fe con mayor avidez que
aquella que se encuentran en el tope de la microvellosidad ¥ que ha captado Fe durante

este transito. Asi, las células del tope de Ia vellosidad (de mayor edad) contienen mayor
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Fe que aquellas que se dividen en la cripta (més jovenes). La célula originaria de la
cripta se comporta como una célula con bajo contenido intracelular de Fe, cuya
caracteristica es su alta capacidad de absorcién de Fe (Conrad and Crosby, 1963). Esta
situacion la vemos reflejada en la condicién experimental de cultivo con bajo Fe externo.
Podemos predecir que la célula epitelial que regula la absorcién de Fe, tendra
concentraciones internas de Fe menores de 250 pM (Tapia et al., 1996; Arredondo et al.,
1997). Esta concentracién podria alcanzarse muy luego en su proceso de migracion, si
los niveles corporales de Fe son altos. Por el contrario, si los niveles corporales de Fe
son bajos, la célula originada en la cripta empezara su proceso migratorio con un nivel

interno de Fe menor, y tomar4 més tiempo en disminuir su proceso absorptivo de Fe.

Algunas de las interrogantes que se contestaron en este proyecto fueron: ;lLa
sobrexpresion de la proteina HFE altera el contenido de Fe intracelular?, ;La
sobrexpresién de HFE altera la captacion apical y el transporte transepitelial de Fe y/o la
internalizacién basolateral de Fe unido a Tf?; ;La sobrexpresién de la proteina HFE
modifica su distribucion?; ;La sobrexpresién de HFE modifica la expresion y distribucién
celular del transportador DMT1 y del RTf, {La sobrexpresion de HFE modifica la
captacion y transporte transepitelial de Cu?; ;Existen otras proteinas que interactian con el
complejo HFE-RTf?, ;Coémo es la actividad del sistema IRP/IRE en células que
sobrexpresan HFE?. Similares preguntas fieron abordadas en células que sobrexpresaban

HFE conteniendo la mutacion H63D.
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OBJETIVO GENERAL
Nos planteamos como objetivo general “Caracterizar los efectos de la
sobrexpresion de la proteina HFE en c€lulas de epitelio intestinal Caco-2 y sus

incidencias en la regulacion de la absorcién de Fe”.

HIPOTESIS DE TRABAJO

La interaccion entre HFE y el receptor para transferrina y su relacion con la
regulacion de la absorcién intestinal de Fe nos permiten establecer como hipotesis de
trabajo que “La interaccion entre HFE con el RTT y otras proteinas que participan en
el metabolismo del Fe es parte del mecanismo normal de regulacién de la absorcion
intestinal de Fe. La pérdida de esta interaccién, modifica algiin aspecto de la funcién

de HFE necesario para esta regulacién.”
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.) Caracterizar la captacion y el paso transcelular de hierro en células Caco-2 que sobre

expresan HFE.
Se estudio el efecto de sobrexpresion de la proteina HFE sobre la captacion y transporte

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

de Fe en estas células.

2.) Caracterizar a las proteinas que participan en el metabolismo de Fe en células Caco-
2 que sobrexpresan la proteina wtHFE.
Se estudiaron las proteinas involucradas directa o indirectamente en la homeostasis de

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

(DMT1), contenido de Fe reactivo, B2-microglobulina.

3.) Determinar la localizacién subcelular del HFE, DMT1 y RTf en células Caco-2
transfectadas con HFE.
Se determind si la sobrexpresién de HFE tiene algin efecto sobre la distribucién en Ia

membrana e intracelular de HFE, DMT1 y RTf.

4.) Determinar el efecto de péptidos sintéticos correspondientes al dominio o 1 de HFE

sobre la interaccién HFE-RTFE
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Se estudio el efecto de dos péptidos sintéticos que corresponden al dominio de
interaccion con el RTf sobre la cinética de internalizacion y externalizacion del RTf-Tf-

Fe en células incubadas con péptidos de HFE (dominio), que interaccionan con RTE.

5.) Identificar otras proteinas que interactian con HFE y que permitan una explicacion

del efecto de HFE en la sobre-absorcion de Fe en células del epitelio intestinal.




2.1 MATERTALES

2.1.1 Reactivos
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2. MATERIALES Y METODOS

Los reactivos utilizados en esta tesis fueron los siguientes:

Generales:

Anticuerpos:

Tris base, buffer fosfato salino (PBS) Dulbeco, ferritina
humana, NP-40, Hepes, PMSF, OPDD, Dithiothreitol,
transferrina, B-mercaptoetanol, MOPS, desferal, Chelex 100,
EDTA-Na, 4cido bérico, NaCl, KCl, Na,HPO,, KH,PO,,
NaOH, H,0,, H2S04, HCI, FeCL3-6H,0, glicina, CaCL,2H,0,
glucosa, NaOH, CH;COOK, CH;COOH, CHCl;, metanol,
etanol, tween 20, glicerol, C¢HzO-H,0, Triton X-100, SDS,

estandares de peso molecular.

Anti HFE humano, anti IRP humano, anti DMT1 humano,
anti ferritina humano, anti RTf humano, anti B2-M, anti IgG
de conejo conjugada con peroxidasa de rdbano, anti-IgG de
ratéon conjugada con peroxidasa de rdbano, anti ferritina

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

anti [gG-Rodamina, anti IgG-Alexa.
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Cultivo Celular: Medio DMEM, medio Iscove’s sin Fe, tripsina, fungizona,
penicilina, estreptomicina, suero fetal de bovino, aminoacidos

no esenciales.

Radioisétopos: Fe, *Fe, alfa-*P-CTP. *Cu.

Biologia Molecular: Agarosa, Bam HI, ATP, GTP, UTP, inhibidor de ribonucleasa,
ARN polimerasa T7, RNAasa T1, heparina sal sddica,
RNAasa pancreatica libre de DNAasa, acrilamida,
bisacrilamida, Bio Gel P200, azul de bromofenol, SDS,
persulfato de amonio, lipofectamina, Oligonucledtidos
antisentido para DMT1, péptidos sintéticos A y B de HFE,

TRIzol.

2.1.2 Equipos
Espectrofotometro de Absorcion Atémica, Simma 6100, Perkin Elmer;
Contador Beta, Beckmann LS 7000; Contador Gamma, Cobra II, Packard;
Espectrofotometro UV-VIS, Perkin Elmer 559; Lector de Placas Sunrise,
Tecan (Austria); Medidor Volt-Ohm epitelial, World Precision Instruments;
Incubador CO,-Water Jacketed, Auto Flow, Nuaire; MiniGel Bio Rad, Mini
Proteans; Trans-blot Bio-Rad; Secador de geles Gel Dryer, Modelo 583, Bio

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




laminar, Nuaire, NU-201-430; Microscopio de luz Nikon TMS (Japon);
Microscopio Confocal Carl Ziess LSM; Ultracentrifuga Bekman J2-21 (CA,

USA); Microcentrifuga refrigerada Mikro 22R, Hettich (Germany).
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2.1.3 Materiales de Cultivo

Insertos bicamerales Transwells, con membrana de policarbonato, tamafio de poro

1)
de 0,4 pm, 6,5 mm de diametro, Costar (3415).

2) Botellas plasticas de 40 ml, 4rea de crecimiento 25 cm?, Costar (3025).

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

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

5) Tubos de centrifugas plésticos Costar, 50 ml (3317) y 15 ml (3316).

6) Pipetas plasticas degechables Costar, 25 ml (4251), 10 ml (4101), 5 ml (4050), 2 ml
(4021), 1 ml (4011).

7 Unidades de filtracién desechables, tamafio de poro 0,2 um, Costar, 500 ml (8344)
y 1000 ml (8354)

8) Botellas de cultivo reutilizables, Shott Duran, 500 mi y 1000 ml.

)] Placas de Elisa, Nunc Inc.

2.1.4 Material Bioldgico

La linea celular Caco-2 de la American Type Culture Collection (# HTB37,

Rockville, MD), es derivada originalmente de un cancer de colon (Fogh et al,, 1977), y
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semeja un modelo de epitelio intestinal (Pitt et al., 1987; Arturson, 1991). Estas células
expresan GLUT-5, un marcador de microvellosidad de intestino delgado que no se
¢ncuentra en colon (Mahraoui et al., 1992). Crecen en monocapas celulares altamente
polarizadas y pueden ser usadas para transporte vectorial (Audus et al.,, 1990), presentan
inhibicién por contacto de la proliferacién, forman uniones estrechas con una resistencia

transepitelial de 280-320 ohm x cm” y presentan abundantes microvellosidades.
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2.2 METODOS

2.2.1 Cultive celular: Células Caco-2 (American Type Culture Collection HTB37,
Rockville, MD) fueron cultivadas en medio Dulbeco modificado (DMEM),
suplementado con 10% suero fetal de bovino (SFB) (Gibco Life Technologies, Grand
Island, NY), 100.000 UI de penicilina/estreptomicina Y 25 mg/ml de fungizona y
aminoécidos no esenciales. Estas células pueden cultivarse tanto en botellas como en
insertos bicamerales (Costar, Cambridge, MA). Al cultivarse en insertos (membranas
microporosas embebidas en insertos microplatos), exponen st polo apical al
compartimento superior y el polo basolateral al inferior, permitiendo el estudio de
funciones celulares polarizadas y secrecién vectorial de proteinas. Se sembraron 2 x 10°
celulas por botella de 25 ml. Se crecieron por 7 dias con cambio de medio cada dos a
tres dias e incubaron a 37°C, 5% CO,. Durante este periodo las células alcanzan
confluencia, obteniéndose 2-3 x 10° células por botella. Las células fueron tripsinizadas

y resembradas en iguales condiciones.

2.2.2 Obtencion de cDNA y transfeccion de células Caco-2: Se aislé ARN total de
células Caco-2 con TRIzol (Gibco). Se obtuvo el cDNA de HFE por transcripcion
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
partidores: 5" 5'-GCCAGAGGATCCGAAATGGGCCCGCGAG-3° y 3" 5'-GTCTG-
CACTCGAGGTGTCACTCACGTTCAGCCTA-3". Obtuvimos un producto de 1.1 kb,

el cual por secuenciacion se comprobé que correspondia al marco de lectura abierto
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completo que codifica para la proteina HFE. El cDNA-HFE fue clonado en el vector de
expresion en mamiferos pcDNA;. Células Caco-2 crecidas a subconfluencia (50-70%
confluencia, 2 a 3 dias después de plaquear) fueron transfectadas con los plasmidios
pcDNA3-HFE (células wtHFE) 6 pcDNAj; (células controles). La transfeccién fue
realizada en presencia de Lipofectamina (Gibco) a una concentracién 5 pL/ug de DNA.
La mezcla de DNA/Lipofectamina fue retirada después de 36 hrs de incubacién a 37 °C.
Las células fueron incubadas por 1 dia en medio DMEM, 10% SFB y luego cambiado

por medio de seleccion: DMEM, 10% SFB mas 800 pg/ml de geneticina (Gibco).

Como una forma de control de la funcién de la proteina WiHFE realizamos
similares estudios con la proteina HFE mutada en H63D (HFE-H63D). Para obtener
HFE con la mutacion H63D, se utiliz6 los partidores: H63D+: 5'-
CGTGTTCTATGATGATGAGAGTCGC -3’ y H63D-: 5-GCGACTCTCATCATC-
ATAGACACG-3". Se amplifico a partir de pcDNA3-HFE para obtener dos fragmentos:
1) fragmento 1: HFES5/H395- y 2) fragmento 2: H395+/H715- (CTTTCCCACTC-
CCAGCTTGG). El cDNA fue amplificado por PCR usando los siguientes ciclos: 94 °C
por 1 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 purific estos fragmentos y se usan como templado
para obtener un fragmento de 550 pb que contiene la mutacién. Para obtener la
secuencia completa se utiliz6 como partidores HFE y H715. El fragmento completo fue

urificado en gel de agarosa 1% y clonado en el vector de expresién pcDNAs.
p p:




2.2.3 Morfologia celular: A células Caco-2 controles y que sobrexpresan wtHFE y
HFE-H63D se les examiné las caracteristicas morfolégicas por medio de microscopia
confocal. Las células fueron crecidas sobre cubreobjetos por 7 dias en medio de
seleccion. El dia del experimento, las células fueron fefiidas con 5-(6)-carboxy-2",7'-
diclorofluoresceina diacetato (DCFDA, Molecular Probes, Eugene, OR). La DCFDA es
una molécula no fluorescente. Intracelularmente y por la accién de esterasas
intracelulares, la molécula de DCFDA es desesterificada a DCF, molécula que es
fluorescente y lipofilica y que se distribuye en la membrana plasmatica dando una
imagen de los contornos de la célula (Garcia et al., 1996). Secciones Opticas de 2 pm
desde basolateral hacia apical fueron obtenidas er un microscopio confocal Zeiss MP40.
Las secciones fueron integradas usando el software del instrumento. Mediciones de
diametro y alto fueron obtenidas directamente desde la pantalla de la computadora. Cien

células fueron medidas en cada condicion.

2.2.4 Obtencion de células Caco-2 con distintas concentraciones de hierro
intracelular: Células Caco-2 controles, wtHFE y HFE-H63D fueron cultivadas por dos
pasajes de 7 dias cada uno con distintas concentraciones de SFe (0,5 a 20,0 uM) como
complejo *°Fe-nitrilotriacetato (*Fe-NTA, relacién molar 1:2,2) en Medio Iscove,
suplementado con SFB bajo en Fe. Al dia 14, se prepard extractos celulares y la
radioactividad fue contada ef un contador beta. Con este procedimiento, el >’Fe

radiactivo asociado a la célula refleja el Fe intracelular total (Tapia et al., 1996).
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2.2.5 Determinacion del contenido de Fe reactivo (LIP): Se determiné el pool de hierro
reactivo en células Caco-2 controles, wtHFE y HFE-H63D (14,15). Para ello, las células
fueron crecidas sobre cubreobjetos por 7 dias en medio de seleccién. El dia del
experimento, las células fueron lavadas ¢on buffer MOPS Salino (20 mM MOPS-OH; 150
mM NaCl; 1,8 mM CaCl,; S mM glucosa, pH 7,4) y luego incubadas con Calceina-AM 0,5
uM (Molecular Probes, Eugene, OR) por 5 minutos a 37 °C. Después de lavar la calceina
no internalizada, las células fueron incubadas en una cubeta conteniendo 3 ml de MOPS-
salino y 5 pL de anticuerpo anti-calceina. Después de determinar la fluorescencia basal de
la calceina (excitacion 488 nm, emisién 517 nm), la fluorescencia del corhplejo calceina-Fe
fue desapagada por la adicion del quelante de Fe salicylaldehido isonicotinoyl hydrazone
(SIH). El aumento en la fluorescencia obtenido fue directamente proporcional al contenido

de Fe reactivo.

2.2.6 Estudios de la proteina IRP:

A) inmunodeteccion de IRP. Se sintetiz6 (Bios Chile, SA.) el péptido B de la secuencia
de la IRP: NSYGSRRGNDAVMARC, que corresponde a los aminoacidos 707 al 721
(Eisenstein et al., 1993). El péptido, fue acoplado a hemocianina e inyectado (100 pg) en
el nédulo linfatico de la pierna trasera de conejo con coadyudante de Freund's completo.
El protocolo incluy6 dos refuerzos del antigeno en coadyudante de Freund's incompleto,
cosecha del antisuero y medicion de la respuesta humoral mediante ELISA. Se obtuvo
anticuerpos de dos conejos con un titulo de trabajo de 1/500 en ELISA. La proteina IRP
fue detectada por Western blot usando el anticuerpo purificado anti IRP diluido a 0,5

pg/ml y un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa 1/20.000 (Pierce Chem. Co.).




32

Las bandas de proteinas fueron detectadas por oxidacién de luminol (SuperSignal kit,
Pierce Chem. Co.) y autoradiografiadas. Las intensidades de las bandas en el
autoradiogramas fueron cuantificadas por densitometria 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 incubé sin
anticuerpo primario o secundario.

B) Actividad de IRP: Ensayo de cambio de banda: En células Caco-2 crecidas como
antes, se determino la actividad de IRP en un ensayo de retardo en gel (Hentze et al., 1989;
Leibold and Munro, 1988). Para ello se utiliz6 el plasmidio pSPT-Fer (donado por Dr. R.
Meneghini, Universidad de San Pablo, Brasil). El plasmidio (3.104 pb) lleva inserto una
secuencia de 28 pb del IRE de la regién 5' no codificante del ARNm de la cadena H de la
ferritina humana (Mullner, 1989) gggagcecggaaUUCCUGCUUCAACAGUGCUUGGAC-
GGAAucccggg, flanqueada por el promotor de la ARN polimerasa T7 y por el sitio de
restriccion para Bam HI y (Mullner et al., 1989). El DNA plasmidial fue linearizado con
Bam HI y en esta condiciones se realizd transcripeion in vitro. Se prepard una mezcla de
ribonucledtidos consistente de 200 pCi de alfa-*’P-CTP (800 Ci/mM = 1.3x10° dpm/ug,
DUPONT), ATP, GTP y UTP 10 mM en Tris 10 mM, EDTA 100 mM, pH 8,0. La mezcla
de transcripcion consistio de tampon transcripeion 10x (Tris-HCI 400 mM pH 7,5, MgCl;
60 mM, espermidina-HCl 20 mM, NaCl 50 mM), DTT 5 mM, 1 pg DNA molde, mezcla
de ribonucledtidos 2 mM, 5 unidades de inhibidor de ribonucleasa, 1 unidad de ARN
polimerasa T7, H,O dietilpirocarbonato (DEPC) csp 50 pL. Se mezcld. suavemente,

centrifugd 1 minuto a 10.000 g e incubd por 1 horas a 37 °C. Luego, se agregd nuevamente
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1 unidad de ARN polimerasa T7 e incub6 por 1 hora a 37 °C. La reaccidn se detuvo con 2
pL de EDTA-Na; 500 mM en H,O-DEPC pH 8,0. 1 pL de reaccién equivale a 400 ng de

sonda IRE.

Para realizar el ensayo de retardo en gel, se utilizd el método descrito por Leibold y
Munro (1988). En breve, se mezclé 2 pL de solucidn de franscrito con 4 pg de proteinas
del extracto celular en ausencia o presencia de B-mercaptoetanol 2% e incubd por 30
minutos a temperatura ambiente. Luego, se agregd 1 unidad de RNAasa T1 para degradar
partes no protegidas del transcrito de ARN e incubd por 10 minutos a femperatura
ambiente. Finalmente, se agregd heparina (5 mg/ml) para desplazar las uniones no
especificas de proteinas al ARN, e incubd por otros 10 minutos a temperatura ambiente. La
mezcla fue cargada con tampon de carga 4x (Tris-HCl 30 mM pH 7,5, sacarosa 40%,
bromofenol 0.2% y xilencianol 0.2%) en un gel nativo de poliacrilamida al 5%
(acrilamida:bisacrilamida, 60:1) en tampdn TBE 1x (Tris base 45 mM, 4cido bérico 45
mM, EDTA 1 mM pH 8,0), se corri6 a 12.5 volts/ems por 2 horas. Luego, el gel se adhirié

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

pelicula para autoradiografia (XAR-OMAT Kodak) por una noche a -70 °C.

Las bandas fueron cuantificadas con un Imaging densitometer y analizadas con el
programa de Analisis Molecular Quantity One (GS-670 Imaging densitometer, Bio Rad,

Labortatories, CA). Las imagenes 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 imagen. El resultado fue

expresado como el porcentaje del 4rea que ocupaba la banda en el 4rea total estudiada.

2.2.7 Estudios de captacion y transporte de Fe™ y Fe*: Después de dos pasajes de
cultivo en botellas con >Fe, las células Caco-2 controles, WtHFE y HFE-H63D fueron
crecidas por 12 a 14 dias en insertos bicamerales de policarbonato de 0,33 cm?®
(Transwell, Costar) en medio Iscove, 10% SFB bajo en Fe suplementado con diferentes
concentraciones de >°Fe. El dia del experimento se realizo: a) para los estudios con Fe™
las células fueron lavadas con tampén salino (50 mM 3-(N-morpholino)-propanesulfonic
acid-Na; 94 mM NaCl; 7,4 KCI; 0,74 MgCly; 1,5 CaCly; PH 7,2) y luego incubadas a 37
°C por 1 a 60 minutos en tampén salino suplementados con a) 5 uM *°Fe como *Fe-
NTA en el lado apical (Alvarez-Hemnandez et al., 1994) 6 b) para los estudios con Fe‘fz,
las células fueron lavadas con tampén salino como arriba excepto que el pH del tampon
fue ajustado a 6,75 y luego incubadas a 37 °C por 1 a 60 minutos en tampén salino
suplementados con *Fe?* en la forma de complejo *Fe-ascorbato (1:50, mol:mol) en el
medio apical. En ambos casos, la captacién de Fe fue detenida lavando el inserto 3 veces
con PBS suplementado con 1 mM EDTA helado. Este lavado es efectivo en eliminar el
*Fe unido externamente a las células y membrana del inserto. Un extracto celular fue
preparado agregando 100 pL de tampén lisis (10 mM HEPES; pH 7,5; 3 mM MgCl,; 40
mM KCI, 1 mM phenylmetathylsulfony! fluoride; 10 pg/ml leupeptina; 0,5 pg/ml
aprotinina; 0,7 pg/ml pepstatina A; 5%glicerol; 1 mM dithiothreitol; 0,5% Triton X-
100). La mezcla fue incubada por 15 minutos en hielo y s;dimentada a 10.000 g por 10

minutos. En el sobrenadante se determind proteinas por el método de Lowry y
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colaboradores (1951), la radioactividad del *Fe en un contador Gamma. La captacién de

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

2.2.8 Estudios de captacion y transporte de Fe y Cu en presencia de Oligonucledtidos
antisentide de DMTI1: Para comprobar que el transportador DMT1 es el principal
transportador de Fe en la célula intestinal, disefiamos oligonucleétidos antisentidos (Tu
et al.; 1998) de DMT1 con el objeto de inhibir la actividad y/o expresién del
transportador DMT1. Se utilizé secuencias intrénicas (Tu et al., 1998) de la secuencia
nucleotidica del transportador DMT1 (entre los intrones 7 y 10). Las secuencias
utilizadas fueron:

MA1: 5’"CCTTTGACCCTCCCATTCCTGCTC3’;

MA2: 5GGTAGACTTCCCCATCTGCCACS’,

MA3: 5’GCAATCTTCCCACCTCAGCC3’;

TN1: 5’ ACATGGTGAAATCCCGTCTCTACS’;

TN2: 5’CACTC-TCTTCCCAACAGCTCTCE3

TN3: ’ATATATACTCTTCCCCGGTTCAG3 y

TN4: STACACGCCAATAATCCCAGCTAC3’.

Las células fueron sembradas como antes en un medio conteniendo 5 uM de Fe,
en insertos bicamerales a una densidad de 30.000 células/mL. Luego de 11 dias de
cultivo, las células fueron transfectadas con 10 pg/ml de DNA en presencia en

Lipofectamina (Gibco) como se describié anteriormente, con la diferencia que el
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tratamiento se repitid por tres dias previos al experimento de transporte. El dia 14, se

realizo los experimentos de flujo con *Fe o Cu.

2.2.9 Estudios de captacion apical y transporte apical-basolateral de *Cu: Se realizé
estudios de captacién y transporte de Cu con el objeto de verificar el efecto de la
sobrexpresion de HFE sobre el transportador de metales DMT1. Para ello, células Caco-
2 controles y transfectadas cultivadas como en ¢l punto anterior fueron lavadas con
tampdn salino y luego incubadas a 37 °C por 1 a 60 minutos en tampén salino
suplementados con 5 pM **Cu como complejo **Cu-Histidina (1:10 mol:mol) en el lado
apical (Arredondo et al., 2000). La captacién de Cu fue detenida lavando el inserto 3
veces con PBS suplementado con 1 mM EDTA helado. Se prepar6 un extracto celular
con tampon lisis como se describié anteriormente. En el sobrenadante se determiné
proteinas por el método de Lowry, la radioactividad del **Cu en un contador Beta. La

captacién de Cu fue expresada como **Cu/mg de proteinas de extracto celular.

2.2.10 Estudios de competencia en la captacion y transporte de Fe en presencia de Cu:
Células Caco-2 control; wtHFE y HFE-H63D cultivadas como en el punto anterior,
fueron lavadas con tampdn salino y luego incubadas a 37 °C por 1 a 60 minutos en
tampén salino suplementados con 5 UM *Fe como complejo *Fe-NTA-Ascorbato y 50
uM Cu como Cu-histidina en el lado apical. La captacién de *’Fe fue detenida lavando el
inserto 3 veces con PBS - 1 mM EDTA helado. Se preparé un extracto celular con

tampon lisis como se describi anteriormente. En el sobrenadante se determiné proteinas
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por el método de Lowry, la radioactividad del °Fe en un contador Gamma. La captacién

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

2211 Anficuerpos e inmunodeteccion de HFE. Se sintetizé el péptido  NH.-
QGSRGAMGHYVLAERE-COOH, del extremo carboxilo terminal de la proteina HFE
(Parkkila et al, 1997a), con el objeto de producir anticuerpos policlonales en conejo. Para
ello, el péptido fire acoplado a tiroglobulina (Pierce Chem, Co) utilizando el reaétivo EDC
(1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide hydrochloride, Pierce Chem, Co), la
mezcla se inyectd en conejos utilizando procedimientos estindares. Despuds de cuatro
inyecciones, se obtuvo suero inmune y el anticuerpo fue purificado por afinidad con el
péptido unido a Affigel (BioRad, Callpinteria, CA). La proteina HFE fue detectada por
Western blot usando el anticuerpo purificado anti HFE dituido a 0,5 pg/ml y un anticuerpo
secundario conjugado a peroxidasa 1/20.000 (Pierce Chem. Co.). Las bandas de proteinas
fueron detectadas por oxidacién de luminol (SuperSignal kit, Pierce Chem. Co) y
autoradiografia. Las intensidades de las bandas en el autoradiogramas fueron cuantificadas
por densitometria usando el sofiware SigmaScan (Jandel Scientific, San Rafael, CA). El
anticuerpo reconoce una proteina de un peso molecular aparente de 47,5 kDa, que no fue

evidente cuando se incubo sin anticuerpo primario o secundario.

2.2.12 Anticuerpos e inmunodeteccion de DMTI. Similarmente, se sintetizo el péptido
SKGLLTEEATRGY VK que corresponde al segmento carboxilo terminal de DMT1, con el
objeto de producir anticuerpos policlonales contra DMT1. El anticuerpo fue purificado por

afinidad con el péptido unido a Affigel (BioRad, Carpinteria, CA). La proteina DMT1 fue
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detectada por Western blot usando el anticuerpo purificado anti-DMT1 diluido a 0,5 pg/ml.
El anticuerpo reconoce una proteina de un peso molecular aparente de 63 kDa. Para
determinar especificidad del anticuerpo anti DMT1, se realizaron experimentos de

competencia en presencia de péptido inmunégeno de DMTT.

2.2.13 Anticuerpos e immunodeteccion de RTf. La densidad de receptores para transferrina
s€ determiné en extractos celulares por Western blot, usando el anticuerpo monoclonal anti
RTf OKT9 (Arredondo et al., 1997), usando el kit de quimioluminiscencia descrito
anteriormente. El anticuerpo anti RTf detecta una proteina de peso molecular aparente de

aproximadamente de 90 kDa.

2.2.14 Determinacion de los niveles intracelulares de ferritina. Ferritina intracelular fue
determinada utilizando un enzimoinmuno ensayo tipo sandwich (Arredondo et al., 1997).
Para ello se utiliz6 anticuerpo policlonal primario anti-Fn humana (1/1 0.000) y anticuerpo

anti-Fn humana secundario conjugado a peroxidasa (1/20.000) Dako Co. (Carpinteria, CA).

2.2.15 Anticuerpos e inmunodeteccion de f2-microglobuling. 1a expresion de la 32~
microglobulina se determiné en extractos celulares de células Caco-2 controles y
transfectadas por Western blot, usando una dilucién 1/500 de un anticuerpo policlonal anti
B2M, Dako Co. (Carpinteria, CA), un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa

1/10.000 (Pierce Chem. Co.) y el kit de quimioluminiscencia descrito anteriormente, El
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anticuerpo anti B2M detecta una proteina de peso molecular aparente de 11,6 kDa

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

2.2.16 Glicosilacion en DMTI: Para determinar el porcentaje de glicosilacién del
transportador DMT1 se realizé deglicosilacion utilizando el kit Enzimatic Deglycosylation
Kit (Glyco, Novato, CA). En breve, a extractos celulares (50 pg) preparados como antes,
diluidos en buffer B 5x (fosfato de sodio 250 mM pH 6,0) se les agregd 2 pul. de NANase II
y 2 pL o-Glicosidasa e incubé por 1 hora a 37° C. Luego se le agregoé 10 pL de agua
destilada; 10 pL de buffer pH (Na,HPO, 0,5 M); 2,5 pl, de SDS/B-mercaptoetanol y se
incubaron a 100 °C por 5 minutos y a 4°C por 10 minutos. Finalmente se le agregd 2,5 pul
de NP-40 y 2,0 de PNGasa F y se incubd por 3 horas a 37 °C. La proteina DMT1 fue
detectada por Western blot usando el anticuerpo anti-DMT1 (1:1500) y un anticuerpo
secundario (1:20000) conjugado a peroxidasa (Pierce Chem. Co.). Las bandas de proteinas
fueron detectadas por oxidacién de luminol (SuperSignal kit, Pierce Chem. Co.) y

autoradiografia.

2.2.17 Localizacion intracelular de HFE y DMTI1 por microscopia confocal: Células
Caco-2 controles y que sobrexpresan HFE fueron crecidas sobre cubreobjetos por 7 dias
en medio de seleccion. El dia del experimento las/ células fueron lavadas 3 veces con
PBS-MC (PBS, MgCi2 1 mM, CaCl; 0,1 mM). Luego fueron Fijadas con

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

con PBS-MC. Las células fueron permeabilizadas con Triton X-100 0,2% en PBS por 10
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minutos a temperatura ambiente y luego lavadas 2 veces con PBS-MC, gelatina 0,2%.
Las células se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente con anticuerpo anti-HFE
(1:1000) o anti-DMT1 (1:1500) en PBS-gelatina. Se lav-aron 6 veces con PBS-gelatina y
luego se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad con anticuerpo anti
Ig G de conejo conjugada con fluoresceina (para HFE) o anti Ig 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 opticas de 2 um
desde basolateral hacia apical fueron obtenidas en un microscopio confocal Zeiss MPA40,

Las secciones fueron integradas usando el software del instrumento.

2.2.18 Estudios de Biotinilacién de wtHFE y DMTI: Células Caco-2 controles, wt-HFE y
HFE-H63D fueron crecidas por 14 dias en insertos bicamerales de policarbonato de 4,52
cm? (Transwell, Costar) en medio DMEM, 10% SFB, penicilina/estreptomicina y
fungizona. El dia del experimento, los insertos fueron lavados 3 veces con PBS Ca/Mg
(CaCl, 0,5 mM; MgCl; 1,0 mM) frio por 5 minutos en agitacion. Luego se agregd
biotina (Sulfato de biotina, Pierce N° 21217) 200 mg/ml en DMSO (500 pL en apical 6
1500 uL en basolateral). Se incubé por 30 minutos a 4° C en agitacion, se lavé con PBS
Ca/Mg y se agregd nuevamente biotina. Se incubd por 30 minutos adicionales. Las células
fueron lavadas nuevamente con PBS Ca/Mg y se bloqueé por 10 minutos con NH,CI 50
mM en PBS Ca/Mg y lavo 2 veces con PBS Ca/Mg. Para realizar la lisis, las membranas
fueron cortadas de los soportes y colocados en pocillos de 9,6 cm®. Se les agregd 1 mi de

tampon lisis (Tris-HCl 20 mM, pH 8,0; NaCl 150 mM: EDTA 5 mM; BSA 0,2%:; Triton
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X-100 1%, PMSF 2 uM, mezcla de inhibidores de proteasas 1x (Sigma Co. N° P8340)) y
se incubé por uma hora a 4° C en agitacién. La precipitacion fue realizada con
estreptavidina inmovilizada (Pierce N° 20349). Para ello 60 pl de estreptavidina (50%) se
incub6 con 1 ml de tampén de lisis por una hora 2 4° C en agitacion. Luego se centrifugé a
1.500 rpm por 1 minuto. Se eliminé el sobrenadante y al precipitado se le agrego 40 ul de
SDS 10%. Esta solucién de estreptavidina fue agregada junto con el precipitado a un tubo
de 1,5 ml e incubada en agitacién a 4° C por una noche. Las muestras fueron centrifugadas
por 1 minuto a 1.300 rpm. Al precipitado s¢ le agregd 1 ml de tampé6n de lisis, se agitd
enérgicamenté y centrifugé a 1.300 rpm. El precipitado fue lavado 1 vez con tampén TP I
(Tris-HCI 20 mM, pH 8,0; NaCl 150 mM; EDTA 5 mM; BSA 0,2%; SDS 0,1%), luego 1
vez con TP III (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0; NaCl 150 mM; EDTA 5 mM: BSA 0.2%) y
finalmente 1 vez con TP IV (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0). Al precipitado de estreptavidina se
le agreg6 30 ul de tampoén de carga 5x y hervido a 100° por 5 minutos. El sobrenadante fue

cargado en un gel PAGE-SDS 8%.

2.2.19 Estudios de captacién y transporte de Fe-Tf en presencia de péptidos Sintéticos
de HFE: Con ¢l objeto de estudiar la interaccién entre HFE y RTf, se sintetizaron
(BioSynthesis, Inc, CA) los péptidos del dominio a1 de la proteina HFE (dominio de
interaccién con RTf). Ambos péptidos incluyen la histidina-63, la cual se encuentra
mutada en la proteina HFE-H63D. La secuencia de los péptidos fue: A: NH,-
LSLFEALGYVDDQLFVFYDE—COOH y B: NH,-D ESRRVEPRTPWVSSRIS-

SQ-COOH. Para realizar los experimentos, después de dos pasajes de cultivo en botellas
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con Fe, las células Caco-2 controles y HFE fueron crecidas por 12 a 14 dias en insertos
bicamerales de policarbonato de 0,33 cm? {Transwell, Costar) en medio Iscove, 10%
SFB bajo en Fe suplementado con diferentes coneentraciones de *Fe. Apo-transferrina
fue cargada a saturacién con “Fe (1:2.2 mol:mol) segin fue descrito por Nifiez y
colaboradores (1996). El dia del experimento, las células fueron lavadas con tampén
salino y luego incubadas con tampdén salino, suplementado con diferentes
concentraciones de Tf-*Fe en el lado basolateral (rango 0,065 a 1,50 uM TEFe) y
tampon salino en el lado apical. Las células fueron incubadas a 37 °C por diferentes
periodos de tiempo (1 a 60 minutos) y la captacion de T£-Fe fue detenida lavando el
inserto 3 veces con PBS suplementado con 1 mM EDTA helado. Un extracto celular fue
preparado agregando 100 pL de tampén lisis. En el sobrenadante se determiné proteinas

por el método de Lowry, la radioactividad del *Fe-Tf en un contador Gamma. La

internalizacién de Fe-Tf fue expresada como pmoles de **Fe-Tf/mg de proteinas.

2.2.20. Estudios de la vida media de DMTI:

A) RT-PCR Semicuantitativo. Células Caco-2 silvestres y transfectadas con wtHFE y
HFE-H63D fueron crecidas en pocillos de 9,6 cm’ como antes. Al dia 6, fueron
incubadas con 5 png/ml de Actinomicina D (AMD) por diferentes periodos de tiempo
(rango 1 a 48 horas). Luego, se purificé ARN con TRIzol (Gibco). E1 ARN purificado
fue precipitado con isopropanol y lavado con etanol 70%. La pureza y rendimiento del
ARN total fueron determinadas espectrofotométricamente. Para realizar el RT-PCR se

utiliz6 los partidores: DMT1-429 5"-CCTGTGGGCGATGGTGGA-3" y DMT1-674 5'-




CATATCCAAATGTGAGGG-CC-3". Se utiliz6 1 pL de cDNA para 25 pL de
reaccion, que consistié de: 1 uL cDNA; 2,5 pL de tampon 10x; 0,75 pL. MgCL, (50
mM); 0,5 pL dNTPs (10 uM); 0,5 pL partidor 1 (10 uM); 0,5 pL partidor 2 (10 uM) y
0,25 Taq DNA polimerasa (1,25 U/uL). El programa utilizado fue: 3 min a 94°C, 1 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 reaccién en los ciclos 20, 22, 24, 26, 28, 30 y 32. Como control se utilizd
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 1:20 y se utilizé 1 pL en la mezcla reaccién. Para
realizar el RT-PCR se utilizé el programa de DMT1. Se mezclé 2 pL RT-PCR DMTT1; 2
uL RT-PCR actina y 0,5 pl. de tampén de carga 10x y ﬁnalmenteé pL de esta mezcla
fueron cargadas en un gel de agarosa 1,3%.

B) Northern Blot. Células Caco-2 silvestres y transfectadas con wiHFE y HFE-H63D
fueron crecidas como se describié en el punto anterior. Con las células se purificé ARN
total con TRIzol (Gibco) con el objeto de realizar Nerthern blot con los métodos
tradicionales (Sambrook et al., 1989). En breve, 20 Hg de ARN de células Caco-2
controles, wtHFE y HFE-H63D fue separado en un gel de agarosa 1,5% denaturante y
luego transferidas a una membrana Hybond-N (Amersham Pharmacia Biotech). Luego
fue hibridada a una sonda de DMT! antisentido de ARN->?P, la cual fue obtenida con
los partidores: DMT1-429 5'-CCTGTGGGCGATGGTGGA-3" y DMT1-674 5'-
CATATCCAAATGTGA-GGGCC-3". Ademss, se estudié el ARN del fransportador

DMTT1 en presencia de 5 pg/ml actinomicina D (AMD). Para ello, 50.000 células/ml
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células Caco-2 controles, wtHFE y HFE-H63D fueron sembradas en pocillos de 9,6 em?,
al cuarto dia en cultivo, las células se incubaron con actinomicina D por diferentes
periodos de tiempo (0- 24 horas). En los distintos periodos de tiempo, se purificé ARN

total y se realizd Northern blot segiin fue descrito anteriormente.

2.2.21 Estudios de interaccion entre HFE, DMT1 y RTf: Para realizar el estudio de
interaccion entre DMT1 y HFE hemos utilizado tres metodologias:

1) Deble hibrido: para ello se utilizé el Kit MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid
System 3 (Clontech Lab., Palo Alto, CA). En breve, cDNA de HFE y DMT1 fue
clonado en: 1) DMT1 y RTf en pGBKT7 y 2) DMT1, RTf, HFE y HFE-H63D en
pGADT?7. Se utiliz6 la cepa Y187 (MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trpl-901, leu2-
3, 112, gal4, met, gal80r, URA3::Gallyss-GALIT4r4-LACZ), 1a cual crece en medio
YPDA y cuando son transformadas con los respectivos plasmidios crecen en el medio de
seleccion minimo base Synthetic Dropout (SD) (Clontech) -Trp/-Leu (Clontech). Las
levadura Y187 fueron transformadas por el método de acetato de litio con 0,2 pg/ul. de
los plasmidios pGB-DMT1 o pGB-RTf y pAD-RT{, pAD-HFE, pAD-HFE-H63D o
PAD-DMTI1. 100 pL de las levaduras transformadas fueron sembradas en placas
SD/agar ¢ incubadas a 30° C hasta por 5 dias. En las placas donde se obtuvo
crecimiento, se realizé determinacion de B-galactosidasa en papel filtro directamente en
las colonias de la placa. Las colonias positivas para B-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 realizé western blot con el objeto de verificar la
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presencia de las dos proteinas. Para detectar la proteina codificada por el plasmidio
pGB-DMT1 o pGB-RTf se utiliz6 como anticuerpo primario anti ¢c-Myc y para las
proteinas codificada por los plasmidios pAD-RTY, pAD-HFE, pAD-HFE-H63D o pAD-
DMT1 se utilizé como anticuerpo primario anti HA. Como anticuerpo secundario se us6
anti Ig G de ratén conjugada con peroxidasa.

2) Coinmunoprecipitacién de wtHFE y DMT1: Para ello, células Caco-2 controles,
wtHFE y HFE-H63D fueron sembradas en insertos bicamerales (24 mm didmetro) por
14 dias con medio DMEM, 10% SFB, con cambio de medio cada dos a tres dias. El dia
del experimento, se agregé >>S (200 uCi/inserto) € incubd las células por 4 horas a 37°C.
Luego las células fueron lavadas 2x con PBS-Ca/Mg (PBS; 1,3 mM CaCly; 1 mM
MgCly) 1 mM PMSF. Luego, se prepar6 un extracto celular con tampén lisis (PBS-
Ca/Mg, 1% Triton X-100, 1 mM PMSF , mezcla de inhibidores de proteasas) e se incubé
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 agregé 550 uL de proteina A-sefarosa (50 pL proteina A-sefarosa
en 500 pL de inmunomix [1% SDS, 1% Tritén X-100, 0,5% BSA en PBS 0,5 mM
CaCl,, 1,0 mM MgClL]) e incubé por 2 horas a 4°C. Los exiractos fueron centrifugados
por 1 min a 14.000 rpm. El sobrenadante fue incubado con anti HFE 6 anti DMT1 por
14 horas a 4°C y luego se le agregé 50 uL de proteina A-sefarosa e incubé por 2 horas a
4°C y 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, los extractos fueron
centrifugados y lavados 2x con inmunomix y 2x con PBS-Ca/Mg, se les agregd 40 pL

de tampo6n de carga 5x, hervidos por 5 minutos y cargados en un gel PAGE-SDS 8%.
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3) Sedimentacién en gradiente de sacarosa. Se prepar6 extractos de células controles,
wtHFE y HFE-H63D incubando las células con Tris-salino-1 mM EDTA por 15 minutos
a 37 °C. Luego las células fueron lavadas con Tris-salino sin EDTA. Se tomé una
alicuota de 10 pL para determinacion de proteinas y los extractos fueron alicuotados y
congelados a —70 °C hasta su procesamiento. Se prepard 2 tipos de gradientes lineales
de Sacarosa 5-25%: a) con NaCl (0,5 M) y b) Sin NaCl. Se cargé 1 mg de proteinas de
cada extracto y se centrifugé por 14 horas a 100.000 g a 4 °C. Luego se colectd 12
alicuotas de 450 pl. y se tomé 25 pL para determinacion de proteinas. Las fracciones
fueron corridas en geles de PAGE-SDS al 8% y luego transferidas a nitrocelulosa como

se describid anteriormente. Finalmente se realizo western blot para HFE y DMT]1.

2.2.22 Andlisis estadistico: Las variables fueron medidas en triplicado y los experimentos
fueron repetidos al menos 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. RESULTADOS

3.1 Morfologia celular en células Caco-2 que sobrexpresan HFE: Con el objetivo de
determinar si la morfologia celular se ve afectada en el modelo utilizado, se estudié por
microscopia confocal la morfologia de las células Caco-2 controles, wtHFE y HFE-H63D
cultivadas en medio de seleccion. La figura 1A muestra una imagen del contorno de las
células estudiadas, tomada con microscopia confocal, a 12 um desde la membrana
basolateral. No se observaron diferencias morfologicas entre las células controles y
transfectadas. Al realizar anilisis densitométrico, no se observaron diferencias estadisticas
en ¢l didmetro y en la altura de las células (Figura 1B). La altura promedio + DE fue de
24,14 +2,11 pm y 24,09 +£2,04 pm y 23,79 + 1,26 pum para las células controles y wtHFE
y HFE-H63D respectivamente. El didmetro en las células controles fue de 10,69 + 0,93
um, en las células wiHFE fue de 10,18 + 0,55 pm y de 10,72 £ 0,85 um en las células
HFE-H63D. El anélisis densitométrico mostré que las células Caco-2 morfoldgicamente
no son cilindricas, més bien semejan palitroques, es decir, extremo superior e inferior

mas delgados que la zona medial.

Figura 1: A) Merfologia de células Caco-2 transfectadas con HFE: Células Caco-2
controles y que sobrexpresan wtHFE y HFE-H63D fueron crecidas sobre cubreobjetos por 7
dias en medio de seleccion. El dia del experimento, las células fueron teffidas con DCFDA,
(Molecular Probes, Eugene OR). Secciones 6pticas de 2 pm desde basolateral hacia apical
fueron obtenidas en un microscopio confocal Zeiss MP40.

B: Analisis densitométrico del eje apical-basolateral y Modelo de las celulas en estudio.
Secciones 6pticas de 2 um desde basolateral hacia apical fueron obtenidas en un microscopio
confocal Zeiss MP40. Las secciones fueron integradas usando el software del instrumento.
Mediciones de didmetro y alto fueron obtenidas directamente desde la pantalla de la




computadora. (n=100 mediciones en cada condicion).
C: Modelo de la morfologia de las células Caco-2 controles, wtHFE y HFE-H63D.

Control wtHFE HFE-H63D

B Didmetro (um) Altura (um)
X DE X DE

Controles 10,68 0,9 24,14 2,11
wtHFE 10,16 0,5 24,09 2,04
HFE-H63D 10,72 0,8 23,79 1,26
General 10,54 1,7 24,01 1,83
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3.2 Expresion de la proteina HFE en células Caco-2 que sobrexp_resan wtHFE y HFE-
H63D: Con el objetivo de determinar los niveles de la proteina HFE en las células Caco-2,
la expresion de la proteina wtHFE fue evaluada en las células controles y en las células
WtHFEE (6 clones diferentes) y HFE-H63D (5 clones diferentes). Una proteina de un peso
molecular aparente de 47,5 kDa fue detectada con el suero anti-HFE (Figura 2). El analisis
densitométrico revelé que la masa de HFE en el extracto de células transfectadas con

witHFE y HFE-H63D fue 2 a 3 veces mayor que en las células controles.

Figure 2: Inmunodeteccién de HFE en células Caco-2 que sobrexpresan HFE.
Extractos celulares de células Caco-2 control, wtHFE y HFE-H63D fijeron sometidos a
inmunodeteccién por Western blot usando un anticuerpo policlonal contra el C-terminal
de HFE.

¥~ 475 KDa
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3.3 Contenido intracelular de Fe en células Caco-2 que sobrexpresan wtHFE y HFE-
H63D: Ya que el nivel de Fe intracelular es un importante regulador de la absorcién de Fe
en las células Caco-2 (Alvarez-Hernandez et al., 1994; Tapia et al., 1996), determinamos
el contenido de Fe intracelular en las células controles y en los diferentes clones de WtHFE
y HFE-H63D cultivados por 14 dias en botellas y luego 14 dias en insertos bicamerales con
distintas concentraciones de Fe extracelular. La figura 3A muestra que la concentracién
intracelular de Fe en los controles aument6 cuando aument6 el Fe en el medio de cultivo.
Sin embargo, en los clones de células wtHFE, la concentracion intracelular de Fe aumenté
levemente, siendo diferente estadisticamente (p<0,001) de las células controles en todas las
concentraciones estudiadas. Los clones de células HFE-H63D se comportaron de manera
similar a las células controles (p>0,05). La figura 3B muestra los promedios de
concentraciones de Fe interno en las distintas concentraciones de Fe estudiado, tanto para
las células controles como para los clones de células wtHFE y HFE-H63D. La
concentracion promedio de Fe intracelular aumenté en las células controles cuando
aumento la concentracién de *Fe en el medio extracelular. La concentracién intracelular de
SFe (nmoles/mg proteinas) aumento desde 0,191 + 0,031; 0,678 + 0,082; 1,574 £ 0,197 y
2,863 0,287 cuando el medio extracelular contenia 1 pM; 5 pM: 10 KM y 20 uM de *Fe,
respectivamente (Figura 3B). Sorprendentemente, los clones de las células HFE tenian una
concentracién intracelular de Fe marcadamente disminuida (p<0,001) en todas las
concentraciones de Fe extracelular estudiadas. Las células HFE cultivadas en 1 uM; 5 pM;
10 uM y 20 pM de Fe presentaron un contenido intracelular de Fe (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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respectivamente. En las células transfectadas con HFE, el contenido de Fe intracelular fue
mas de 4 veces menor comparado con las células controles transfectadas con el vector
pcDNA;. El contenido intracelular de Fe en las células HFE-H63D fue muy similar a las
células controles. El Fe intracelular aument6 desde 0,074 +0,114; 0,410 + 0,220; 1,342 +
0,275 y 2,525 + 0,468 (nmoles/mg proteinas) cuando el Fe en el medio extracelular
aumento desde 1 uM; 5 uM; 10 uM a 20 uM de 55Fe, respectivamente. Desde ahora en
adelante, los resultados mostrados corresponden a los obtenidos con los clones wtHFE C2

y HFE-H63D C7.

Figura 3: Contenido intracelular de Fe en células Caco-2 que sobrexpresan
wtHFE y HFE-H63D.

A) Fe intracelular individual: Células Caco-2 controles y diferentes clones de
wtHFE y HFE-H63D: Las células fueron crecidas en por 14 dias en insertos
bicamerales con membrana de policarbonato con DMEM, 10% SFB, suplementado
conl, 5, 10 6 20 pM de SFe. Luego la radioactividad del *’Fe determinada en un
contador beta. La grafica muestra los niveles de *°Fe intracelulares como funcion de
las diferentes concentraciones de °Fe en el medio de cultivo.

B) Contenido intracelular promedio de Fe en las células controles y en los
diferentes clones de células wtHFE y HFE-H63D.
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3.4 Determinacion del contenido de hierro reactivo (LIP): El contenido de Fe reactivo, se
define como el Fe intracelular que se encuentra unido con baja afinidad a componentes
celulares, el cual es altamente disponible para las necesidades metabélicas de la célula
(proteinas heme, citocromos, enzimas mitocondriales, ntcleo 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 disminucién del Fe total
intracelular se reflejaria en bajos niveles de contenido de Fe reactivo, se determiné el LIP
en las células Caco-2 controles, wtHFE y HFE-H63D. Las células transfectadas con HFE
presentaron un LIP marcadamente reducido (Figura 3). Asi, estas células tenian un LIP de
178 + 78 unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) (promedio + DE, n = 21). En

contraste, las células controles presentaron un LIP de 899 + 129 UAF (promedio + DE n=

20). E1 LIP en las células HFE-H63D fue de 833 + 135 UAF (promedio + DE, n = 26).
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Asi, las determinaciones de “Fe intracelular y de LIP, revelaron que las células que
sobrexpresan HFE tienen un pool de Fe intracelular varias veces més pequefio que en las

células controles y HFE-H63D.

Figure 4. Determinacién del contenido de Fe reactivo (LIP). Células Caco-2
controles, wtHFE y HFE-H63D fueron crecidas en cubreobjetos por 7 dias en
DMEM, 10 % SFB. El LIP sé determiné por medicion 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 células Caco-2 estudiadas.

SIH SIH AUF
l l X+SD, n=24
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3.5 Niveles de Receptor para transferrina y Ferritina: Bajos niveles de Fe intracelular
y de LIP deberian activar el sistema IRP/IRE, resultando en niveles aumentados de
receptor para transferrina y disminuidos de ferritina (Klausner et al., 1993). De hecho, en
monocitos circulantes de pacientes con HH se ha descrito que este sistema tiene mayor
actividad que células no HH (Cairo et al., 1997). De acuerdo con esta descripcion, se
observé que los miveles de RTf se encuentran aumentados en células Caco-2
transfectadas con HFE ¢comparados con las células controles (p<0,001) (Figura 5A). Por

densitometria se determind que la masa del RTf en las células wiHFE fue 4,5 + 0,5 y 35,5

+ 0,6 veces mayor que el RTf en las células controles y HFE-H63D, respectivamente.

Figura 5A: Receptor para transferrina en células Caco-2 transfectadas con
wiHFE: Extractos de proteinas de células Caco-2 control, wtHFE y HFE-H63D,
fueron corridos en geles PAGE-SDS 8% e inmunodetectados por western blot para
RTf utilizando un anticuerpo monoclonal (OKT9).

30 pg 45 pg
85 kD — st T = RTTf
Control wtHFE HIFE-H63D Control wtHFE HFE-H63D

47 KD =

—— i wwme ™= Actina

Los niveles de ferritina fueron significativamente menores (p<0,05) en las células

HFE comparadas con las células controles (Figura 5B). La concentracion intracelular de
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Fn en las células HFE fue de 42.3 + 7.1 nmol/mg proteina versus 55,7 + 8.6 nmol/mg
proteina en las células controles. En las células HFE-H63D la concentracién intracelular
de Fn fue de 62,5 + 43 nmol/mg proteina, resultado que no fue diferente
estadisticamente de los controles (p>0,05). A pesar de que la diferencia entre los
controles y HFE-H63D con wtHFE fue significativa, valores menores de Fn intracelular
eran esperados debido a la regulacién traduccional del ARNm de la Fn por el sistema
IRP/IRE (Klausner et al., 1993), mediada preferentemente por IRP2, por la regulacion
transcripcional (Tsuji et al., 2000) y por la concentracion intracelular de Fe (Gérate and
Nuiez, 2000). Estos resultados en su conjunto, es decir, mayores niveles del RTf y
menores niveles de Fn intracelular nos indic una mayor actividad del sistema IRP/IRE

en las células wtHFE.

Figura 5B. Ferritina intracelular en células Caco-2 transfectadas con HFE: La
concentracion de ferritina intracelular en células Caco-2 controles, wtHFE o HFE-
H63D fue determinada por un ensayo de ELISA. Valores son promedio + SD de 6
determinaciones independientes.

Ferritin, nmol/mg protein

pcDNA3  wt-HFE  HFE-H63D
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3.6 Estudios de los niveles de las proteinas IRP: Inmunodeteccion de IRP: Con el objeto
de determinar si la expresion de las proteinas IRP se modifica por efecto de la
sobrexpresion de la proteina HFE, extractos de células Caco-2 controles, wtHFE y HFE-
H63D fueron sometidos a inmunodeteccion de IRP con un anticuerpo anti-IRP que
reconoce a los aminoécidos 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 células que sobrexpresan
wtHFE (2,9 veces) como en las HFE-H63D (2,6 veces) con respecto a las células controles.
Este resultado nos indicé que la expresion de las proteinas IRPs, que participan en la
regulacion traduccional de las proteinas involucradas en el metabolismo de Fe se encuentra
aumentada. Nuestro siguiente paso fue ver si este aumento en la expresion se

correlacionaba con un aumento en la actividad de estas proteinas reguladoras.

Figura 6: Inmunodeteccion de las proteinas IRPs. Exiracto proteicos de células Caco-2
controles, wtHFE y HFE-H63D se analizaron por Western blot usando anticuerpo anti-
IRP (0,5 pg/ml). Las bandas de proteinas se detectaron por quimioluminiscencia y
autoradiografia. Las bandas se cuantificaron por densitometria (software SigmaScan). El
anticuerpo reconoce dos proteinas: IRP2 (105 kDa) ¢ IRP1 (98 kDa), que no fueron
evidentes cuando se incubo sin anticuerpo primario o secundario. Gel representativo de 3
ensayos independientes.

A
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3.7 Estudios de la actividad de las proteinas IRP: Ensayo de actividad: Para determinar si
este leve aumento en la expresion de las proteinas IRPs en las células que sobrexpresan
HFE, estudiamos la actividad de unién de Ias proteinas IRPs al elemento IRE. Se utilizé el
plasmidio pSPT-Fer (3.104 pb) (Figura 7A) el cual Ieva inserto una secuencia de 28 pb
del IRE de 1a region 5' no codificante del ARNm de la cadena H de la ferritina humana. La
actividad de unién de IRP a IRE se observa en la figura 7B. Las lineas 1 a 7 muestran
extractos incubados con la sonda IRE en ausencia de B-mercaptoetanol y las lineas 8 a 14
los mismos extractos incubados en presencia de B-mercaptoetanol. La incubacién con B-
mercaptoetanol nos da una aproximacién de la actividad total obtenida de las proteinas IRP
in vifro. Al determinar la actividad de uni6n de las proteinas IRP por medio de ensayos de
retardo de movilidad en gel (Figura 7B), se observo que las células wtHFE presentaban un
porcentaje de actividad de IRPs mayor (117,6 + 13,3 %) que las células controles (96,1 +
5.9 %) (p <0,05) y HFE-H63D (85,7 £ 14,7 %). Esta mayor actividad de IRP en las células
WtHFE se correlaciona indirectamente con la concentracién intracelular de Fe, Fn y
directamente con los niveles de RTf y DMT1 en estas células. Sin embargo, cuando se
estudio la razén entre la actividad de IRP/ actividad total (%), se observd que las células
wtHFE presentaron Ia menor razén (82,1 £ 9,1) comparadas con las células controles (100
%) y las células HFE-H63D (105,9 * 10,8). Este resultado significa que la actividad de

unién de IRP al elemento IRE en las células wtHFE se encuentra totalmente activada.

Figura 7: Ensaye de actividad de unién a IRE de las proteinas IRPs: )

A) Plasmidio pSPT-Fer. El plasmidio pSPT-Fer con la secuencia IRE, fie linearizado con
BamH]I y se realiz6 transcripcion in vitro. 1 pg de proteinas fue incubados en ausencia o
presencia de 2% de B-mercaptoetanol, se mezcl con 2 pL de transcrito e incubd por 30 min a
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temperatura ambiente. Se agregé 1 U de RNAasa T1 e incubé por 10 min a temperatura
ambiente.

B) Gel de ensayo de actividad. La mezcla extracto-transcrito fue cargada en gel nativo de
poliacrilamida 5% (acrilamida:bisacrilamida, 60:1) en TBE 1x. El gel fue transferido a papel
3MM, secado por 1 hr. a 80 °C al vacio y expuesto para autoradiografia (XAR-OMAT
Kodak). Lineas: 1 y 8 controles; 2-4 y 9-11 clones de wtHFE; 5-7 y 12-14 clones de HFE-
H63D.

C) Analisis densitométrico: Cuantificacion por densitometria (n=6) de las bandas de
actividad.
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3.8 Experimentos de captacion y transporte de *Fe-NTA: La disminucion del contenido
de Fe intracelular observado en las células transfectadas con HFE podria ser debido a una
disminucion en la captacion del transporte de Fe. Sin embargo, la mayor actividad de IRP
de las células wtHFE predecian una mayor expresion del RTf y DMTT, y por lo tanto una
mayor captacion de Fe por estas células. Similarmente la actividad de IRP de las células
HFE-H63D predecian una captacion de Fe intermedia, entre las células controles y wtHFE.
Asi, se determin6 la cinética de captacion apical y transporte de Fe en estas células. Para
ello, las células controles wtHFE y HFE-H63D fueron crecidas por dos semanas en insertos
bicamerales con diferentes concentraciones de *°Fe en el medio de cultivo. El dia del
experimento, las células fueron lavadas con MOPS-salino e incubadas con 5 pM de *Fe.
En estas condiciones se determiné las cinéticas de captacién (apical-célula) y transporte
(apical — basolateral) de ’Fe. Como era de esperar en células intestinales controles, que

regulan la absorcion de Fe, las células controles con baja concentracion intracelular de Fe
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mostraron altos niveles de captacién de *Fe y células con altos niveles de Fe intracelular,
mostraron menores velocidades de captacion (Figura 8A, cuadrados rojos). En contraste, la
captacién de Fe en células wtHFE fue muy baja en las concentraciones de Fe estudiadas
comparadas con las células controles (p<0,001) y no mostré diferencias significativas entre
ellas (p>0,05) (Figura 8A, circulos amarillos). Las células HFE-H63D tuvieron un
comportamiento muy simular a las células controles (Figura 8A, cuadrados azules). Al
graficar las velocidades de transporte desde apical hacia basolateral de *Fe como funcién
de la concentracion intracelular de *°Fe se observa la tipica curva de decaimiento para las
células controles (Tapia et al., 1996) y HFE-H63D (Figura 8B, cuadrados rojos y azules
respectivamente), mientras que el transporte apical de Fe en las células HFE fue
considerablemente mdés bajo que la cinética en las células controles (p<0,05) y no fueron

diferentes entre ellas (p>0,05) (Figura 6C, circulos amarillos).

Al graficar el curso temporal de la captacion apical de Fe, se observa que la
captacion en las células wiHFE fue significativamente menor (p<0,001) comparada con las
células controles y HFE-H63D (Figura 8C). El curso temporal de transporte apical —
basolateral en las células Caco-2 controles, wtHFE y HFE-H63D se observan en la Figura
8D. El transporte apical — basolateral fue estadisticamente diferente (p<0,05) entre las
células controles y HFE-H63D con las células HFE. Si observamos los valores veremos
que la mayor parte del Fe captado por las células wtHFE fue transportado hacia el lado

basolateral.




Figura 8. Cinéticas de Captacién apical y transporte apical-basolateral de
*Fe por células Caco-2 transfectadas con HFE. Células Caco-2 controles,
wtHFE y HFE-H63D fueron crecidas en insertos bicamerales en DMEM, 10%
SFB, suplementado con **Fe (0.5 - 20 puM). Las células fueron incubadas a 37°C
por 1 a 60 minutos con 5 uM *FeCl; como complejo “Fe-NTA (1:2.2) por el
lado apical del inserto.

A). Cinética de captacion apical de *Fe en células Caco-2 que sobrexpresan HFE.
La grafica muestra las cinéticas de captacion apical de *’Fe como funcién de la
concentracion intracelular de Fe.

B) Cinética de transporte apical-basolateral de *Fe en células Caco-2 que
sobrexpresan HFE. La grafica muestra las cinéticas de transporte apical-
basolateral de ’Fe como funcion de la concentracion intracelular de Fe. Células
Caco-2 controles (cuadrados rojos), wtHFE (circulos amarillos) y HFE-H63D
(cuadrados azules).

C) Curso temporal de captacion apical de *’Fe.

D) Curso temporal de transporte apical-basolateral de *°Fe.
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3.9 Experimentos de captacién y transporte de *°Fe-ascorbato: Como se observé en el
capitulo anterior, la captaci6n apical y el transporte apical-basolateral de Fe se encontraba
disminuide en las células HFE. Una posible explicacion para este resultado podria ser una
actividad disminuida de la reductasa de la membrana apical del enterocito. Por lo tanto,
para descartar esta posibilidad, realizamos estudios de captacién y transporte dé *Fe en el
estado reducido +2. Para ello, las células controles, wtHFE y HFE-H63D fueron crecidas
por dos semanas en insertos bicamerales con diferentes concentraciones de >Fe en el
medio de cultivo. El dia del experimento, las células fueron lavadas con MOPS-salino e
incubadas con 5 pM de *Fe-ascorbato con el objeto de mantener el Fe en su forma
reducida. A modo de comparacién, la figura 9A, muestra como es la captacion apical de
Fe*? (Fe-ascorbato) y Fe* (Fe-NTA) y Fe™ (Fe-citrato). Se observa que al mantener el Fe

en su forma reducida, la disponibilidad de Fe para el transportador aumenta y por lo tanto,
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la captacion apical de Fe se incrementa en un factor de aproximadamente 3 veces en estas
células. Sin embargo, cuando el Fe es mantenido en su forma oxidada, (Fe-citrato) la
disponibilidad del Fe para su transporte se ve muy reducida y por lo tanto la captacion
apical también disminuye. La figura 9B muestra la cinética de captacion apical y la figura
9C el curso temporal de captacion apical de Fe. Similarmente a los resultados obtenidos
con Fe”-NTA y a pesar que los valores de captacion apical en las células WtHFE
aumentaron por efecto de la disponibilidad de Fe™, la captacion siempre fue menor en las

células HFE que en las células controles y HFE-H63D.

Figura 9. Cinética de Captacion apical y curso temporal de captacion apical de
*Fe'? por células Caco-2 transfectadas con HFE. Células Caco-2 controles, wtHFE y
HFE-H63D fueron crecidas en insertos bicamerales en DMEM, 10% SFB, suplementado
con Fe (0.5 - 20 pM). Las células fueron incubadas a 37°C por 1 a 60 minutos con 5 uM
*FeCl; como complejo *’Fe-ascorbato (1:50) por el lado apical del inserto.

A) Comparacién de la captacion apical de Fe™* y Fe' en células Caco-2 controles.

B) Cinética de captacion apical de “Fe™ en células Caco-2 que sobrexpresan HFE. La
grafica muestra las cinéticas de captaciéon apical de *Fe como funcién de la
concentracion intracelular de Fe.

C) Curso temporal de captacion apical de *Fe en células incubadas con 5 uM de Fe en el
medio de cultivo.
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3.10 Niveles del transportador DMTI: La captacion apical de Fe por las células
intestinales es mediada por el transportador de membrana DMT1 (Andrews, 2000). Por
splicing alternativo de DMT 1, se produce un DMT1 sin motivo IRE y un DMT1 con
motivo IRE en el extremo no traducido 3” de su ARNm (Lee et al., 1998). La captacién
apical de Fe podria ser consecuencia de una expresion disminuida o una actividad
disminuida de DMT1. Al determinar la expresion de la proteina por anélisis de Western
blot, se observd un aumento de 4 veces en la masa de DMTI1 en las células que
sobrexpresan wtHFE y 2 veces en las células HFE-H63D al compararlas con las células
controles (Figura 10A y 10B). El aumento en la masa de DMT1 es predecible en las células
HFE debido a los bajos niveles de Fe intracelular y LIP y a la elevada actividad del sistema

IRP/IRE. Esta observacion descarta la posibilidad que una disminuida captacion apical de
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Fe en las células que sobrexpresan HFE sea originada por una disminucién en la expresion
de DMT1 y sugiere fuertemente que HFE regula en una forma negativa la actividad de

DMT1.

Para comprobar la especificidad del anticuerpo anti DMT1, se preincubd el
anticuerpo anti DMT1 con el péptido de DMT1 utilizado para producir el anticuerpo.
Observamos que este es especifico para DMT1 ya que la banda de 67 kDa desaparece.

(Figura 10C).

Figura 10. Inmunodeteccion de DMT1 en células Caco-2 que sobrexpresan
HFE: A) Inmunodeteccién de DMT1: Extractos celulares (40 ug protein) de
células Caco-2 controles o HFE fueron sometidas a inmunodeteccion DMT1 por
Western blot usando un anticuerpo policlonal contra el segmento C-terminal
DMT1, isoforma IRE. Como control de carga, las membranas fueron lavadas en
condiciones de alta fuerza ionica y reprobadas con anti actina,

B) Anilisis densitométrico de las inmunodetecciones de DMT1 (n=4).

C) Estudios de especificidad del anticuerpo anti DMT1: Competencia con el
péptido de DMTT1.
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3.11 Estudios de deglicosilacion de DMTI: confirmacion de la masa molecular de
DMTI: Al realizar el western blot de DMT1 determinamos que esta proteina tiene una
peso molecular aparente de 67 kDa con una banda menor de 65 kDa. Para determinar si el
grado de glicosilacion de DMT1 producia un cambio en su migracion electroforética,

realizamos estudios de deglicosilacion (Figura 11A). Se observo un leve cambio en la
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migracién de DMT1 de 2 a 3 kDa, Io cual estéd de acuerdo con los dos posibles sitios de
glicosilacion presentes en el transportador deducidos de su secuencia peptidica.

Similarmente, la actina mostr6 un leve cambio en la migracion (1-2 kDa).

Figara 11: Estudio de deglicosilacién: Confirmacién de la masa molecular
de DMT1. Extractos celulares (50 pg protein) de células Caco-2 controles,
wtHFE o HFE-H63D fueron sometidas a deglicosilacion utilizando las siguientes
enzimas: NANase II; O-Glycosidasa y PNGasa F. (kit Enzimatic Deglycosykation
Kit; Glyco, Novato, CA) e inmunodetecciéon de DMT1 por Western blot usando
un anticuerpo policlonal contra el segmento C-terminal DMT1, isoforma IRE.
Como control de carga, las membranas fueron lavadas en condiciones de alta
fuerza salina y reprobadas con anti actina. B) Gel PAGE-SDS de extractos
sometidos a deglicosilacion: Tincién Comasie blue
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3.12 Estudios de la vida media del transportador DMT]1. Con el objetivo de determinar
si el aumento en la masa del transportador DMT1 por efecto de la sobrexpresion de la
proteina HFE era debido a un cambio en los niveles del transcrito del transportador
DMT1, se analizaron los niveles d¢ ARNm por RT-PCR semicuantitativo y Northern
blot. En la figura 12A, se observa un gel de agarosa teflido con bromuro de etidio
representativo de los productos de PCR obtenidos. Al realizar densitometria de las
bandas (n=4) (Figura 12B), se observd un aumento en el ARNm de DMT1 en las células
wtHFE y HFE-H63D con respecto al ARNm de las células controles (p < 0,05), similar

al efecto observado con la proteina de DMT1, aunque de menor magnitud.

La figura 12C, muestra un Northern blot de ARN de DMT1 obtenido de células
controles, wtHFE y HFE-H63D. Claramente se observa una mayor masa del ARN del
transportador DMT1 en las células witHFE y HFE-H63D. Al realizar analisis
densitométrico y corrigiendo por actina, el incremento en la masa del ARN de DMT1 en
las células wtHFE y HFE-H63D fue de 2,7 y 1,9 veces, respectivamente. Al incubar las
células con actinomicina D y realizar Northern blot para DMT1, se observd que la masa
de ARN de células wiHFE y HFE-H63D fue mayor que la de las células controles
(figuras 12D y 12E). Este resultado confirma el resultado anterior y por lo tanto, la
sobrexpresion de HFE produce un aumento tanto del ARNm como de la proteina de

DMT1.




Figura 12: Estudio de la vida media del ARN mensajero de DMT1:

A) RT-PCR en células controles, wtHFE, HFE-H63D. Células Caco-2 controles,
wtHFE y HFE-H63D fueron crecidas en placas de 6 pocillos por 4 dias en DMEM,
10% SFB, 5 uM Fe. El dia del experimento, las células fueron lavadas con tampon
salino e incubadas con actinomicina D (5 pg/ml) por diferentes periodos de tiempo
(0-24 h).

B) Analisis densitométrico (n =4) de geles de RT-PCR.

C) Analisis de ARN por Northern blot utilizando una sonda de DMT1-*P. Cada pocillo
fue cargado con 20 pg de ARN total.

D) Analisis de ARN por Northern blot de células Caco-2 controles, wtHFE y HFE-
H63D utilizando una sonda de DMT1-"P en presencia de actinomicina D (5 pg/ml).

E) Analisis densitométrico (n = 2) de Northern blot de DMT1.
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3.13 Estudios de captacion y transporte de Fe y Cu en presencia de Oligonucledtidos
antisentido de DMT1: Para comprobar que la captacion de Fe por parte del enterocito es
un proceso mediado por el transportador DMTI, se realizaron experimentos de
captacion de Fe en presencia de oligonucledtidos antisentido de DMT1. Como se
observa en la figura 13A, obtuvimos tres tipos de respuesta con los oligonucleétidos
antisentidos para DMT1. Un primer grupo compuesto por ¢l oligonucledtido MA2 el
cual no produjo inhibicién en la captacién de >°Fe (91% de la captacion con respecto del
control). Un segundo grupo compuesto por MA3, TN1, TN2, TN3 y TN4 en los cuales
se observo una inhibicién intermedia (entre un 76 y 62% de la captacion respecto del
control) y el antisentido MA1 (circulos amarillos), el cual prodyjo la mayor inhibiciéﬁ

en la captacion de Fe (18% de la captacion con respecto al control).

DMT1 es un transportador de metales divalentes, con potencial para transportar
Fe, Cu, Cd, Zn y Mn (Gunshin et al., 1997). En la figura 13B podemos observar que el
oligonucle6tido antisentido MA1 inhibié la captacién tanto de °Fe (82%) como la
captacién de *Cu (52%) con respecto de la captacion del control, una demostracion que
DMT1 es el principal transportador de Fe y que el transporte apical de Cu en células

Caco-2 es efectuado, a 1o menos en un 50%, por DMT1.

Figura 13: Captacién apical y transporte de Fe y Cu en presencia de
oligonucleétidos anti DMT1:

A) Captacién apical de *Fe por células Caco-2 controles en presencia de
oligonucledtidos antisentido de DMT1. Las células fueron crecidas por dos semanas
en insertos bicamerales con membranas de policarbonato en DMEM, 10% SFB. Tres
dias previos al experimento de transporte las células fueron transfectadas con
oligonucledtidos antisentidos como se describié en métodos. El dia del experimento,




las células fueron incubadas a 37°C por 1 a 60 minutos con 10 pM *FeCl; como
complejo *Fe-NTA (1:2.2) por el lado apical del inserto.

B) Captacién apical de *Fe y %Cu por células Caco-2 en presencia de
oligonucleétidos antisentido de DMT 1. Las células Caco-2 controles fueron cultivadas
camo en A. El dia del experimento, las células fueron incitbadas a 37°C por 1 a 60
minutos con 10 pM *Fe o con 10 pM *Cu por el lado apical del inserto.
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3.14 Estudios de captacion y transporte de Cu en células Caco-2 con distintas
concentraciones de Fe intracelular: Si DMT1 es un transportador fisiolégico de Cu en
células Caco-2, en funcién del principio de homeostasis celular, el transporte de Cu podria
ser regulado por los niveles celulares de Cu. Para probar esta hipdtesis, se determiné la
cinética de captacién apical y transporte de Cu en estas células. En células controles,
wtHFE y HFE-H63D crecidas por dos semarnas en insertos bicamerales con diferentes
concentraciones de *Fe en el medio de cultivo. En estas condiciones se determind las
cinéticas de captacién y transporte de **Cu (Figura 14). Al graficar las velocidades de
transporte apical de **Cu como funcién de la concentracién intracelular de 5Fe se observa
la tipica curva de decaimiento para las células controles y HFE-H63D (Figura 14A,
cuadrados rojos y azules respectivamente), mientras que la cinética de transporte apical de
%Cu en las células HFE fue considerablemente mds bajo que la cinética en las células
controles (p<0,001). Al considerar solamente los valores de la cinética de captacién de Cu
en las células wiHFE, estos no fueron diferentes entre ellas (p > 0,5) (Figura 14A, circulos

amarillos).

Similarmente a lo observado con el transporte de Fe, las células HFE mostraron un
transporte de %*Cu considerablemente menor que las células controles (Figura 14B, circulos
amarillos), en tanto que las células HFE-H63D presentaron velocidades de transporte de Cu
similares a las células controles (Figura 14B, cuadrados azules y rojos respectivamente). El
curso temporal de transporte de Cu apical y apical — basolateral en las células Caco-2
controles, wtHFE y HFE-H63D se observan en la Figura 14C. El transporte apical de las

células wtHFE fue significativamente menor (p<0,01) que las células controles, en tanto
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entre las distintas células estudiadas, en las células wtHFE fue menor que en las células

controles y HFE-H63D.

Figura 14: Captacién apical y Transporte apical-Basolateral de %Cu por células
Caco-2 que sobrexpresan wtHFE y HFE-H63D. Células Caco-2 controles, wtHFE y
HFE-H63D fueron crecidas por dos semarias en insertos bicamerales con membranas
de policarbonato en DMEM, 10% SFB, 5 uM ®Fe. Fl dia del experimento, las células
fueron incubadas a 37°C por 1 a 60 minutos con 10 pM *Cu por el lado apical. La
reaccién fue parada lavando los insertos con PBS/1 mM EDTA. La radioactividad de
las membranas y del medio basolateral fue contada en un contador beta.

A) Cinética de captacion apical de “Cu.

B) Curso temporal de captacion apical de “Cu.

C) Curso temporal de transporte apical-basolateral de “Cu.
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3.15 Estudios de competencia en la captacion y transporte de Fe en presencia de Cu:
Con el objeto de determinar si existe competencia entre Fe y Cu por el transportador
DMT]1, se realizaron estudios de transporte de **Fe 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 inhibicién tanto en la captacion apical como en el transporte apical-
basolateral, lo que se ve reflejado en los curso temporales de captacion apical (Figura
15A) y transporte apical-basolateral (Figura 15B). Con el objeto de determinar una
cinética de inhibicion de la captacion entre Fe y Cu, se realiz6 estudios de competencia
entre Fe (5 pM *°Fe) y un rango amplio de concentraciones de Cu (0,01 — 1000 pM)
(Figura 15C). Se observé una inhibicion de un 50% en la captacion de Fe cuando la
concentracion extracelular de Cu fue de 6,8 uM. Cuando la relacién Fe:Cu era de 1:10
respectivamente, la inhibicién en la captacion de Fe fue de un 80% aproximadamente.
Las cinéticas de inhibicion de la captacién apical y de transporte apical-basolateral de Fe
por Cu (relacion 1:10, respectivamente), se observa en las figuras 15D y 15E. Se observa
que la cinética de captacion apical de Fe es inhibida, especialmente a bajas
concentraciones de Fe intracelular esta inhibicion puede alcanzar a un 70%. Sin
embargo, en la cinética de transporte apical-basolateral, mas que una inhibicion, lo que
se observa es un transporte dependiente de la disponibilidad del elemento, pues las
pendientes de las cinéticas de transporte en los controles como en la competencia, son

muy similares.

Figura 15: Captacién apical y transporte apical-basolateral de ®Fe en presencia de
Cu por células Caco-2. Células Caco-2 fueron crecidas en insertos bicamerales en medio
DMEM, 10% SFB, suplementado con *Fe (rango 0,5 a 20 pM) El dia del experimento,
las células se incubaron a 37°C por 1 a 60 minutos con 5 pM *Fe (Fe-NTA) y 50 uM de




Cu (Cu-His) por el lado apical del inserto. La radioactividad de las membranas y del
medio basolateral fue contada en un contador beta.

A) Curso temporal de captacién apical de Fe (simbolos cerrados: control; simbolos
abiertos: Fe-Cu).

B) Curso temporal de transporte apical-basolateral (simbolos cerrados: control; simbolos
abiertos: Fe-Cu).

C) Cinéticas de captacién apical de Fe (5 pM *Fe) en presencia de concentraciones
crecientes de Cu (0,01 — 1000 uM, en la forina de Cu-his).

D) Cinética de transporte apical-basolateral (simbolos cerrados: control; simbolos
abiertos: Fe-Cu).

E) Cinética de inhibicién de captacién entre Fe y Cu.
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3.16 Expresion de la proteina f2-microglobulina en células Caco-2 que sobrexpresan
wtHFE y HFE-H63D. Debido a que la expresion de la proteina HFE en la membrana
plasmatica es dependiente de la chaperona (2-microglobulina, una posibilidad de los
cambios observados por la sobrexpresion de HFE, es que la B2-microglobulma se
encontrara disminuida o ausente en estas células. Por ello, estudiamos la expresion de la
B2-microglobulina en las células controles, wtHFE y HFE-H63D. La figura 16A, muestra
un western blot representativo para B2-M. Se observo que las células controles expresaban
B2-M, mas ain, en las células wiHFE se encontr6 un leve aumento en la expresién de 2~
M con respecto a las células controles y HFE-H63D. A pesar que el aumento es de Ia
expresion de la 2-M fue solamente de 1,52 veces con respecto a las células controles
(Figura 16B), esta diferencia fue estadisticamente significativa (P < 0,05). La expresion de

B2-M en las células HFE-H63D fue menor que en las células controles en un 30%.




Figura 16: Inmunodeteccién de B2-microglobulina en células Caco-2 que
sobrexpresan HFE.

A) Inmunodeteccién de 32-microglobulina: Extractos celulares de células Caco-
2, wtHFE y HFE-H63D fueron sometidos a inmunodeteccion por Western blot
usando un anticuerpo policlonal contra 32-microglobulina (Dako Co.).

B) Anailisis densitométrico de las bandas de B2-microglobulina. (n=3)
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3.17 Distribucion del transportador DMT1 y HFE en células Caco-2 que
sobrexpresan la proteina HFE. Debido a que la sobrexpresion de HFE produce una
fuerte disminucién de la captacion apical de Fe aun con niveles mayores de expresion de
DMT1, estudiamos la posibilidad que la sobrexpresién de HFE produzca un cambio en
la distribucién del transportador DMT1. Para ello, se determiné la distribucién -

apical/basolateral de DMT1 por biotinilacion.

La sobrexpresion de la proteina HFE produjo un cambio en la distribucién del
transportador DMT1. La sobrexpresion de HFE y de HFE-H63D indujo un aumento de
los niveles de DMT1 en la membrana basolateral (Figura 17A). Se observd que la
sobrexpresion de HFE y HFE-H63D disminuye significativamente (p < 0,01) la relacién
apical/basolateral del transportador DMT1 desde 2,5 UAF en las células controles a 0,99
y 1,34 en las células wtHFE y HFE-H63D respectivamente (Figura 17B). Sin embargo,
esta disminucion en la relacién de distribucion apical/basolateral de DMT1 inducida por
la sobrexpresion de HFE no explica la marcada disminucion en la captacién apical de Fe
observada en las células wtHFE, ya que, a pesar de este cambio en la distribucion, atin se
puede visualizar niveles normales del transportador en la membrana apical. Asi, la
redistribucién de DMT1, no se seria la causa directa de la disminucién en la actividad
de captacion apical de Fe y por lo tanto otro(s) mecanismos deberian estar involucrados
que permitan explicar la marcada disminucion de la captacion apical de Fe observada en

las células wtHFE,
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La sobrexpresion de HFE en las células Caco-2, produjo un cambio en la
distribucién del transportador DMT1. Fue de interés entonces determinar si la
sobrexpresién de HFE produce un cambio en la distribucion de la proteina HFE en si
misma. La sobrexpresion de HFE en las células wtHFE indujo un aumento de los niveles
de HFE en la membrana apical (Figura 17C). La sobrexpresion de HFE aumentd
significativamente (p < 0,01) la relacion apical/basolateral de la proteina HFE, desde
0,75 UAF en las células controles a 1,42 UFA en las células witHFE (Figura 17D). La
relacién apical/basolateral en las células HFE-H63D (0,65 UFA) fue similar a la
observada en las células controles. Este aumento en la relacién apical/basolateral de
HFE, podria explicar el efecto de la sobrexpresion de HFE sobre el la captacién apical

de metales a través del transportador DMT1.

Como control de la distribucién y de la marcacién con biotina/estreptavidina,
realizamos determinacion de la distribucién del receptor para transferrina en las células
controles, wtHFE y HFE-H63D. El RTf es una proteina que se localiza en la membrana
basolateral de las células Caco-2 (Hughson and Hopkins, 1990; Nifiez et al., 1996).
Como se observa en la figura 17E, la distribucion de RTf en estas células fue
exclusivamente en la membrana basolateral, lo que nos permitié asegurarnos por un lado
que la metodologia empleada fue adecuada y por otro lado, los cambios en la
distribucion de DMT1 y HFE es un efecto de la sobrexpresion de la proteina HFE en las

células wtHFE.




Figura 17. Distribucién de DMT1 y HFE en células Caco-2 que sobrexpresan la
proteina HFE.

A) Expresion de DMT1 en las membranas Apical y basolateral. Células control,
wtHFE y HFE-H63D crecidas en insertos fueron biotinilados apical o basolateralmente.
Extractos celulares fueron preparados y precipitados con estreptavidina inmovilizada. Los
precipitados fueron resueltos en gel PAGE-SDS 8% y DMT!1 fue reconocido por Western
blot.

B) Anglisis densitométrico. La distribucion de DMT1 fue cuantificada por analisis de
intensidad de bandas usando el programa Quantity One software (BioRad). Los
resultados fueron expresados como la relacion de distribucion de DMT1 entre las
membranas apical y basolateral (promedio = DE; n=3).

C) Expresion de HFE en las membranas Apical y basolateral. Las membranas de A
fueron reprobadas con anticuerpo contra HFE.,

D) Analisis densitométrico. Cuantificacion por densitometria de la distribucién de HFE
(promedio + DE; n = 3).

E) Expresién de RTf en membrana apical y basolateral. En células tratadas como
antes, se realiz6 Western blot contra RTf, utilizando un anticuerpo monoclonal anti RTf
(OKT9).
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3.18 Inmunolocalizacion de HFE en células que sobrexpresan la proteina wtHFE y
HFE-H63D: Con el objetivo de determinar la localizacion intracelular de la proteina HFE,
se realizo inmunolocalizaciéon de la proteina HFE en estas células y se visualizo por
microscopia confocal (Figura 18). La figura 18A muestra un imagen a 6 um de la
membrana basolateral, y los circulos representan los bordes de las células. En ella se puede

observar que en las células Caco-2 controles y HFE-H63D, la proteina HFE se localiza




principalmente en la membrana plasmatica basolateral, mientras que las células Caco-2 que
sobrexpresan la proteina wtHFE presentan una inmunolocalizacién preferentemente medial
sin poder determinar si esta localizacién es en la membrana plasmatica o a nivel
intracelular. Al analizar la distribucién en el eje apical-basolateral (donde las elipses
delimitan la célula), se puede observar que en las células controles y HFE-H63D, la
distribucion es preferentemente basolateral, sin embargo en las células wiHFE se observa
un desplazamiento de la localizacién en el eje basal-apical hacia medial y apical en la
célula (Figura 18B). La inmunolocalizacion del RTE, proteina reconocidamente basolateral,
se muestra con fines comparativos. Igual distribucién se observa en la inmunolocalizacion
de HFE-H63D. Al cuantificar las secciones basolateral-apical obtenidas por microscopia
confocal, se observa que la proteina HFE en las células controles y HFE-H63D se localiza
principalmente a nivel de membrana basolateral, en cambio en las células wtHFE, la
proteina se localiza principalmente a nivel medial en la célula, ya sea en la membrana 6

intracelularmente (Figura 18C).

La figura 18D, muestra un modelo propuesto de la distribucion de la proteina HFE
en las células controles, wiHFE y HFE-H63D, en base a los estudios de biotinilacion €
inmunolocalizacién. En las células controles, HFE se localiza principalmente en la
membrana basolateral y en un menor porcentaje en la membrana apical. Sin embargo, en
las células wiHFE, la proteina HFE se distribuye tanto en la membrana basolateral, como
apical, sin descartar una posible localizacién intracelularmente. La sobrexpresion de HFE-
H63D, produce una distribucién de la proteina principalmente en la membrana basolateral

y un pequefio porcentaje se distribuye en la membrana apical.




Figura 18: Inmunolocalizacion de HFE en células Caco-2 que sobrexpresan la
proteina wtHFE y HFE-H63D.

A) Inmunolocalizacién de la proteina HFE en células controles, wtHFE y HFE-
H63D. Las células fueron fijadas y solubilizadas como se describié en métodos e
incubadas con anti-HFE seguido de una incubacion con anticuerpo anti Ig G-FITC. La
localizacion de HFE fue visualizada siguiendo la fluorescencia del FITC por microscopia
confocal. Fotografia tomada a 6 pm de la membrana basolateral;

B) Inmunolocalizacion en el eje basolateral-apical. Secciones Opticas de 2 pm desde
basolateral hacia apical fueron obtenidas en un microscopio confocal Zeiss MP40.
Las secciones fueron integradas usando el software del instrumento. Se utilizé al
RTf como control de localizacion basolateral.

C) Distribucién celular de HFE. El eje basolateral-apical de células Caco-2 controles
(n=20); wtHFE (n=20) y HFE-H63D (n=20) fue divididos en 13 secciones y la
fluorescencia relativa de cada seccién fue determinada por analisis densitométrico. La
fluorescencia total de cada célula fue normalizada a 100 previo al célculo de la
fluorescencia relativa como una funcion de la posicién basolateral-apical.

D) Modelo propuesto de distribucién de la proteina HFE en las células Caco-2
transfectadas.
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3.19 Inmunolocalizacion de DMTI en células que sobrexpresan la proteina wtlFE y
HFE-H63D: En las células controles y HFE-H63D, DMT1 se distribuyé preferentemente
en la membrana plasmatica y en el eje medial-apical. La inmunolocalizacién de DMT1 en
las células que sobrexpresan wtHFE fue principalmente a nivel medial, sin poder definir si
esta localizacién es membrana plasmatica o intracelulannenfe. En las células controles y
HFE-H63D se localizé principalmente a nivel medial y levemente en la membrana
plasmatica (Figura 19A). En el eje basolateral-apical, DMT1 en las células controles y
HFE-H63D se localizé en la zona medial y apical, mientras que en las células wtHFE se
observd un leve desplazamiento de DMT1, localizandose preferentemente en la zona
medial-basolateral de la célula (Figura 19B). Al cuantificar las secciones basolateral-apical
se observé que DMTT1 en las células controles y HFE-H63D se ubico principalmente a
nivel medial-apical. La distribucién de DMT1 en las células witlFE presentd una leve
redistribucién con respecto a las células controles, esta localizacién fue preferentemente

basolateral-medial (Figura 19C).

La figura 19D, muestra un modelo de l; distribucién del transportador DMT1 basado
en los resultados de biotinilacién e inmunodeteccion. En las células controles, el
transportador DMT1 se distribuye principalmente en la membrana apical, aunque existe un
porcentaje que se localiza intracelularmente. Sin embargo, en las células wtHFE, DMT1 se
redistribuye desde la membrana apical hacia la zona apical/medial e intracelularmente. La
distribucién de DMT1 en las células HFE-H63D es similar a las células confroles, aunque

existe una mayor expresion de la proteina en estas células.




Figura 19: Inmunolocalizacién de DMT1 en células Caco-2 que sobrexpresan la
proteina wtHFE y HFE-H63D.

A) Inmunolocalizacion de la proteina DMT1 en células controles, wtHFE y HFE-
H63D. Las células fueron tratadas como se describié en métodos y luego incubadas con
anti-DMT1 y seguido de anticuerpo anti IgG-FITC. La localizacion de DMT1 fue
visualizada siguiendo la fluorescencia de FITC por microscopia confocal.

B) Inmunolocalizacion en el eje apical-basolateral. Secciones opticas de 2 pm desde
basolateral hacia apical fueron obtenidas en un microscopio confocal Zeiss MP40. Las
secciones fueron integradas usando el software del instrumento. Se utilizo al RTf como
control de localizacién basolateral. Se utilizd al RTf como control de localizacion
basolateral.

C) Distribucién celular de DMT1. El eje basolateral-apical de células Caco-2 controles;
wtHFE y HFE-H63D fue divididos en 13 secciones y la fluorescencia relativa de cada
seccion fue determinada por densitometria (n=20). La fluorescencia total de cada célula
fue normalizada a 100 previo al calculo de la fluorescencia relativa como una funcién de
la posicion basolateral-apical.

D) Modelo propuesto de inmunolocalizacion de DMT1 en las células Caco-2
transfectadas.
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3.20 Estudios de internalizacion basolateral de Fe-Tf en presencia de péptidos
sintéticos de HFE: El dominio al de HFE es reconocido como el dominio que
interacciona con el RTfy fue de interés estudiar el efecto de péptidos sintéticos de este
dominio sobre Ia velocidad de internalizacién de *Fe en la forma del complejo T Fe.
Sintetizamos dos péptidos, ambos péptidos incluyen la histidina-63 la cual se encuentra
mutada en la proteina HFE-H63D. La secuencia de los péptidos correspondi6 a A) NH,-
LSLFEALGYVDDQLFVFYDHE-COOH o B) NH,-DHESRRVEPRTPWVSSRISSQ-
COOH y con ellos realizamos estudios de internalizacion de Fe en presencia o

ausencia de estos péptidos de HFE en las células controles, wtHFE y HFE-H63D.

Al incubar las diferentes tipos celulares con distintas concentraciones de *Fe-Tf,
el péptido A no produjo inhibicién en la captacion de *Fe desde Tf en las células
controles ni HFE-H63D (Figura 20A). Valores menores eran esperados en las células
wtHFE, por un efecto sinérgico entre la proteina wtHFE y el péptido A. El péptido B en
cambio, produjo inhibicién en la internalizacién de *Fe tanto en los. controles como en

las células HFE-H63D, llevandolas a niveles similares de las c€lulas wtHFE.

Figura 20A: Estudios de interaccién entre la proteina HFE y el Receptor para
transferrina: Inhibicién en la internalizacién de *’Fe desde Tf por péptidos del
dominio ol de HFE. Efecto de diferentes concentraciones de Tf-> Fe. Células
controles, wtHFE y HFE-H63D fueron crecidas en insertos bicamerales en medio
DMEM, 10% SFB, 5 pM Fe. El dia del experimento, fueron lavadas con tampén
salino e incubadas a 37 °C por 30 minutos en tampén salino suplementados con
diferentes concentraciones de RT-Tf- Fe en el lado basolateral (rango 0,065 a 1,5
uM RTETEFe), en presencia o ausencia del péptido A 6 B de HFE.
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El estudio cristalografico de la interaccion entre HFE y RTf (Bennett et al., 2000)
descentivd el desarrollo de esta investigacion. Sin embargo, nuestros resultados
confirman la importancia del segmento C-terminal de HFE en la interaccion con RTf.
En la figura 20B se muestra la interaccion entre HFE y RTf (Bennett, 2000). En la figura
20B1 se muestra la interaccion HFE-RTf. En la figura 20B2 los dominios al y a2 de
HFE involucrados en la interaccion HFE-RTf y en la figura 20B3 las secuencias de
interaccion del dominio ol de HFE y de RTf En linea punteada se visualiza la

secuencia del péptido B.




Figura 20B: Modelo de interaccion de HFE y RTf.

B1: Interaccion HFE y RTf.

B2: Dominios al y a2 de HFE involucrados en la interaccion HFE-RTY.

B3: Interaccion del dominios ol de HFE y RTf. En linea punteada se visualiza la
secuencia del péptido B.
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4. APENDICE 1

Estudios de interaccion entre HFE y DMTI:

Durante el desarrollo de esta tesis, la interaccion entre HFE y RTf ha quedado
claramente demostrada, por lo que nuestro interés fue buscar una posible interaccion
entre HFE y DMT1. Aunque este objetivo no estaba inicialmente incluido en la tesis,
realizamos algunos estudios conducentes a probar esta posible interaccién. Sin embargo,
hasta ahora, los resultados encontrados no son concluyentes. A continuacion se muestran

algunos de los resultados obtenidos en la biisqueda de esta interaccion.

1) Ensayos con el sistema de doble hibride. Con el objetivo de determinar si existe
una interaccién proteina-proteina entre HFE y el transportador DMT1, se realizaron
ensayos de doble hibrido utilizando 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, Canadd. En este sistema, el ¢cDNA del
transportador DMT1 y RTf fue clonado en el plasmidio pGBKT7, el cual lleva inserto
una secuencia de union a DNA. Los cDNA de DMT1, RTf, wtHFE y HFE-H63D fueron
ademas clonados en el plasmidio pGADT7 el cual Ileva un dominio de activacion.
Solamente cuando existe interaccion entre las dos proteinas blancos se produce la
activacién del sistema, lo que se ve reflejado a través del gen reportero, en este caso Lac
Z. (Figura 21A). En este sistema, ambos plasmidios después de la transformacién van al

ntcleo.
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Figura 21A: Modelo del sistema de doble hibrido MatchMaker Gald Two-
Hybrid System 3.

Interaccion Pesitiva

f Gen Reportero: LacZ I

é BD ) ' Interaccién Negativa
Gen Reportero: LacZ l

Al realizar los ensayos de doble hibrido no observamos activacion del reportero.
Aunque\’este resultado indica que no hay interaccion entre las proteinas HFE y DMT]1.
La falta de activacion del gen reportero puede deberse especificamente a problemas con
la estructura secundaria del transportador DMTI1. DMT1 presenta 12 segmentos
putativos de transmembrana, por lo que la interaccion de algunos de sus dominios con
HFE podria estar impedida. Alternativamente, algunas proteinas hibridas pueden no ser
establemente expresadas en sistemas de levaduras o pueden no localizarse en el nucleo
de la levadura lo que no permitiria una exposicion de los sitios de interaccién con la
proteina HFE. Para proteinas que interactian normalmente en la superficie celular,
quizés un sistema de expresion en phagos podria haber sido una mejor eleccién. Sin
embargo, el sistema de doble hibrido ha sido utilizado para identificar interacciones de

proteinas en la membrana celular (Kuo et al., 1997; Ozenberg and Young, 1995).
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2) Coinmunoprecipitacién de wtHFE y DMT1. Una segunda forma para verificar una
posible interaccién entre proteina es la coinmunoprecipitacion. Para ello extractos de
células Caco-2 controles, wtHFE y HFE-H63D fueron inmunoprecipitados con
anticuerpo anti HFE o anti DMT1 por procedimientos estandares. Bajo estas condiciones
experimentales tampoco fue posible observar una interaccion entre estas dos proteinas.
Tres posibles causas podrian explicar este resultado negativo: i) los anticuerpos contra
HFE y DMTI, ambos preparados contra los dominios C-terminal de las proteinas,
podrian disminuir la interaccién HFE-DMT1, 6 ii) la interaccion HFE-DMT1 ocurre en
condiciones celulares (pH, composicion idnica, proximidad) no logradas en nuestro‘
sistema de ensayo y iii) la solubilizaci6n con detergentes de los extractos celulares

eliminaria la interaccion entre HFE y DMT1.
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3) Sedimentacién en gradiente de sacarosa. Un tercer procedimiento utilizado para
intentar verificar esta interaccién entre la proteina HFE y el transportador DMT1, fue
por medio de gradientes lineales de sacarosa. Para ello, se prepararon extractos celulares
en ausencia de NP-40, con el objeto de no producir la disociacién 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 idnicas entre las
proteinas. Posteriormente, alicuotas de cada gradiente se sometieron a electroforesis en
geles PAGE-SDS y DMT1 y HFE fueron detectados por metodologias de Western blot.
La inmunodeteccién de las muestras obtenidas de los gradientes de sacarosa sin NaCl
permitieron identificar con anticuerpo anti DMT1 una banda de 67 kDa, probablemente
DMT1, principalmente en las fracciones 3, 4 y 5, en todos los tipos celulares estudiados.
Ademas, se observa una banda de aproximadamente 110 kDa en las fracciones 4-6, que
es evidente en las células wtHFE y HFE-H63D, que podria corresponder aun complejo
de DMT1 y otra proteina en un compartimento intracelular. En los gradientes de
sacarosa con NaCl se observé que este complejo de las fracciones 3-5 de 67 kDa se
disocia y fue detectable principalmente en la fraccion 3, en donde se observa una
proteina con n peso molecular aparente similar al de DMT1 (Figura 21B). Por otro
lado, en los gradientes con alta fuerza idnica el complejo de 110 kDa, ya no es aparente
en ninguno de los tres tipos celulares. Este resultado nos indica que DMTT1 se encuentra
en mas de un compartimento. Ademas, sugiere esté interaccionando electrostiticamente
con otras protefnas, ya que cuando se aumenta la fuerza ibnica, este complejo

desaparece.

O



Figara 21B: Sedimentacién en gradientes lineales de sacarosa:
Inmunodeteccion de DMTI. Un mg de extracto de células controles, wtHFE y
HFE-H63D se cargaron sobre gradientes lineales de sacarosa 5-25% con NaCl (0,5
mM) 6 sin NaCl y se centrifugaron por 14 hr a 100.000 g a 4 °C. Se colectd 10
alicuotas de 500 pL. y 50 pL de cada fraccién fueron cargadas en geles PAGE-SDS
9%. Se realiz6 inmunodeteccion de DMT1 segiin se describi6 anteriormente.

A) Células controles con NaCl.

B) Células wtHFE sin NaCl y con 0,5 M NaCl.

C) Células HFE-H63D sin NaCl y con 0,5 M NaCl.

D) Densidad de las fracciones
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Al realizar la identificacion de HFE en las diferentes fracciones de los gradientes
(Figure 21C) se observé que en los gradientes sin NaCl, se observd una banda que
coincide con el peso molecular aparente de HFE (47 kDa) en las fracciones 3-6 en los
distintos tipos celulares esﬁdiados. También es aparente una banda de aproximadamente
110 kDa, principalmente en las fracciones 3 y 5. Al analizar los gradientes con NaCl, se
observé 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, tambien se desplazd en el gradiente hacia las
fracciones 2 a 4, pero no desaparece como ocurrié con el complejo de 110 kDa de los
gradientes donde se estudio DMT1. Al igual como se describié anteriormente, esie
resultado muestra que HFE en los gradientes en ausencia de fuerza idnica, sedimenta en
un rango amplio de densidades, el cual se angosta en presencia de sal, lo que seria una
indicacién que HFE se encuentra en més de una fracci6n intracelular. La formacién de
un complejo de mayor peso molecular aparente, nos indicaria la probable interaccion de

HFE con otra proteina, presumiblemente DMT1.

Figura 21C: Sedimentacién en gradientes lineales de sacarosa:
Inmunodeteccién de HFE. 1 mg de exiracto de células controles, wtHFE y HFE-
H63D se cargaron sobre gradientes lineales de sacarosa 5-25% 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 pl y 50 pL de cada fraccién fueron cargadas en geles PAGE-SDS
9%. Se realizé inmunodeteccion de HFE segin se describi6 anteriormente.

A) Células controles con NaCl.

B) Células wtHFE sin NaCl y con 0,5 M NaClL

C) Células HFE-H63D sin NaCl y con 0,5 M NaCl.

D) Densidad de las fracciones
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5. DISCUSION

Las reservas de Fe corporal son mantenidas relativamente constantes por un
mecanismo regulatorio que limita la captacion de Fe desde el intestino de tal modo que
la iguala a las pérdidas fisiologicas. El modelo de absorcion intestinal de Fe propuesto
actualmente por nuestro laboratorio (Gérate and Nufiez, 2000, Arredondo et al., 2001)
indica que el contenido de Fe reactivo (LIP) controla a través del sistema IRE/IRP la

sintesis de proteinas involucradas en la absorcion de Fe (Figura 22).

Figura 22: Mecanismo propuesto del transporte de Fe a través de la
célula de epitelio intestinal: Regulacién por sistema IRP/IRE.

Apical Basolateral

== rTeTrre ) HFE  agi® DMTL .men- T Hefesting  BEEE Tregl

Niveles altos de RTf y DMT1 median la entrada de Fe al compartimento de Fe
reactivo y al aumentar el LIP disminuye la actividad IRE/IRP, lo que se manifiesta como

un aumento la traduccion del ARNm de la ferritina y un aumento en la degradacion del
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ARNm del RTf (Mullner et al., 1992; Arredondo et al., 1997). Las células que han
sufrido este proceso se tornan mas almacenadoras, por aumento del nivel de Fn y con
menor capacidad de incorporar nuevo Fe via endocitosis basolateral del RTf o captacion
apical por el transportador DMT1. Lo contrario sucede cuando el Fe intracelular
disminuye, es decir, la actividad del sistema IRE/IRP aumenta y con esto disminuye la
capacidad de almacenaje en Fn y se aumenta la actividad de captacion de Fe mediada
por endocitosis del complejo RTf-Tf en la membrana basolateral y un aumento de la
captacion a través del transportador DMT1 en la membrana apical del enterocito (Figura
23).
Figura 23: Modelo propuesto para la relacién entre la concentracién

de Fe intracelular y la actividad del sistema IRP/IRE en células de
epitelio intestinal Caco-2.

Apical

Célula con Célula con
deficiencia sobrecarga
de Fe de Fe

Basolateral

@ Fe celular Fn - LIP

La absorcion regulada de Fe observada en las células de epitelio intestinal de un
individuo normal, se pierde en las personas que sufren de hemocromatosis hereditaria
(HH) resultando en una absorcion de Fe aumentada. El Fe es acumulado y se produce

dafio en oOrganos tales como higado, pancreas, corazon, articulaciones y glandulas
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endocrinas. A menudo esta enfermedad se asocia a cirrosis, diabetes, alteraciones de las
gonadas y de la pigmentacion de la piel (Carlson and Olsson, 2001). La concentracién
total normal 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 una
acumulacion de este exceso de Fe por largos periodos de tiempo, se producira dafio a

nivel de los organos y cuando se realiza el diagnostico, normalmente a los 50 afios de

edad, existird un dafio irreversible a los 6rganos anteriormente mencionados, con severas
consecuencias para la salud del individuo.
/

Los mecanismos precisos por el cual las mutaciones en la proteina HFE producen
un aumento en la absorcién de Fe son pobremente comprendidos. La disminucién de la
afinidad de Tf por el RTf inducida por HFE resultaria en una disminucién de la
captacion de Fe unido a Tf. Sin embargo, como se discutié anteriormente, a pesar del

cambio en la constante de disociacién de Tf por el complejo RTf-HFE (Feder et al.,

1996; Lebron et al., 1998), la concentracion de Tf en el plasma sanguineo asegura una
saturacion total del RTf, independientemente de la presencia de HFE. Por lo tanto, otros

aspectos de la regulacion intestinal de Fe deben estar comprometidos en la HH.

En este trabajo probamos la hipétesis que la proteina HFE silvestre es un
regulador) negativo de algunas de las etapas de la absorcion intestinal de Fe y que esta
regulacion se pierde con las mutaciones que dan origen a la hemocromatosis hereditaria.

Para ello,|estudiamos el efecto de la sobrexpresion de HFE silvestre y HFE-H63D sobre
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el sistem? de homeostasis celular de Fe y sobre la captacion y el transporte de Fe por

.| iy i
células tipo epitelio intestinal Caco-2.

|

|
Nuestros resultados indican que HFE es un inhibidor de Ia actividad de DMT1.

Este es un nuevo descubrimiento que contribuye poderosamente a la comprension del
mecanismo de regulacion del metabolismo de Fe y de la génesis de la hemocromatosis

hereditaria. La proteina HFE hasta el momento tiene dos funciones reconocidas: a)

interaccién con el receptor para transferrina y b) inhibicién del transportador DMT1.
Ambos mecanismos no son opuestos y de hecho son complementarios. La interaccion
HFE-RTtl permite la entrada de HFE al sistema endosomal, en donde podria regular
negativamente la actividad de DMT1 y consecuentemente el transporte de Fe disociado
dela Tf ?n la vesicula endocitica (Nifiez et al., 1990). La perdida de esta regulacién en
la HH resulta en células con sobrecarga de Fe, como se observa en higado, pancreas,
corazon }if musculo. En células de epitelio intestinal, la desregulacion del transportador
DMT1 resultaria en un incremento del transporte apical de Fe, el principal punto de
control de la absorciéon del metal. Hasta el momento no ha sido posible identificar una
interacci();n directa entre la proteina HFE y el transportador DMT1, aunque se ha
demostra?o su presencia en vesiculas endociticas y en la membrana apical del
enterocito. Las evidencias aqui mostradas, nos indican que existe un efecto regulador
negativo,| directo o indirecto, de HFE sobre el transportador. Los mecanismos
moleculares que expliquen la interaccion HFE-DMT1 son hasta ahora desconocidos.

Postulamos tres posibles mecanismos de interaccion entre HFE y DMT1. En el primero,

sugerimos que la proteina HFE podria ejercer su efecto inhibitorio en la membrana
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apical, al interactuar fisicamente con DMT1 (Figura 24-1). La presencia de HFE en la
membrana apical, mostrada en los experimentos de biotinilacion, avalan esta posibilidad.
El segundo mecanismo propuesto, implica un efecto inhibitorio en la ruta de biosintesis.
Ahi, HFE interactuaria con DMT1, bloqueando su distribucion a la membrana apical
(Figura 24-2). La mayor distribucion intracelular de DMT1 cuando se sobrexpresa HFE,
avalan esta posibilidad. Finalmente, en el tercer modelo, HFE interactuaria con una
proteina de la membrana basolateral (u), no identificada atn, desencadenando asi, una
cascada de activacion, tipo segundos mensajeros, cuyo efecto final seria la inhibicion del

transportador DMT1 (Figura 24-3).

Figura 24: Modelo propuesto para la accion de la proteina HFE en el
metabolismo intracelular de Fe en células de epitelio intestinal.
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1. Caracterizacion de células Caco-2 que sobrexpresan la proteina HFE.

Nuestra primera aproximacion al estudio de la proteina HFE y a su participacion
en el metabolismo de Fe en células Caco-2, fue determinar si estas células expresaban
una proteina HFE silvestre. Para ello, a partir de RNA total de células Caco-2,
obtuvimos el cDNA de HFE, el cual fue clonado en el plasmidio de expresion pcDNA3z y
luego secuenciado. La secuencia del marco de lectura abierto de HFE nos permitio

confirmar que las células Caco-2 expresan la proteina HFE silvestre.

La transfeccién estable de las células Caco-2 con wiHFE y HFE-H63D y su
sobrexpresion no alteré la morfologia de las células Caco-2 ni su capacidad de formar
monocapas celulares con uniones estrechas. Este resultado fue muy importante, pues nos
permitié tener la seguridad de trabajar con células de caracteristicas morfqlégicas
similares a las normales. En estudios de Western blot determinamos un peso molecular
aparente de 47,5 kDa para la proteina HFE, con una sobrexpresién de 2 - 3 veces mas

que en las células controles.

2. Caracterizacion del metabolismo de Fe en células que sobrexpresan HFE.
2.1 Contenido de Fe Intracelular.

La concentracion intracelular de Fe es un importante regulador de la absorcion
del metal en las células Caco-2 (Alvarez-Hemandez et al., 1994). Células HeLa que
sobrexpresaban HFE, presentaron una disminucion en el contenido de Fe intracelular y

una disminuida captacién de Fe dependiente de transferrina, generando un fenotipo

deficiente en Fe (Roy et al., 1999; Corsi et al., 1999; Riedel et al., 1999). Por lo tanto,
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fue importante determinar la concentracion intracelular de Fe en estas células. Las
células transfectadas con wtHFE presentaron una marcada disminucion de su contenido
de Fe intracelular al compararlo con las células controles y HFE-H63D. Una baja en el
contenido de Fe intracelular en las células wtHFE, nos indicd ya sea una posible

disminucion en la entrada o un aumento en la salida de Fe en estas células.

2.2 Contenido de Fe reactivo (LIP).

Para confirmar los resultados de concentracidn intracelular de Fe, estudiamos el
contenido de Fe reactivo el cual inequivocamente refleja el estatus intracelular de Fe
(Tapia et al., 1996; Garate and Nuifiez, 2000; Roy et al., 2002). Observamos un LIP
disminuido en las células wtHFE con respecto & las células controles, en tanto que el LIP
en las células HFE-H63D fue muy similar al observado en las células controles. Por lo
tanto, los niveles de Fe reactivo intracelular se correlacionan directamente con el Fe total

presente en las células transfectadas y control.

2.3 Interaccion entre HFE y Receptor para transferrina.

El prominente rol que tiene el RTf en la adquisicién de Fe, asi como la afinidad
entre HFE y RTT, sugieren que la formacién del complejo HFE-RTS es critico para la
funcién de HFE en el metabolismo de Fe. Sin embargo, se ha demostrado que la
velocidad de internalizacion y externalizacion del RTf no dependeria de los niveles de
HFE (Ramalingan et al., 2000). La proteina HFE 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 (Feder et al., 1998; Lebron and Bjorkman, 1999a; Lebron et al,,
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1999b). Estudios de sobrexpresion de HFE en células Hela mostraron que la
internalizacién de HFE en compartimentos endosomales depende de su uni6én al RTf
(Ramalingam et al., 2000), proceso que es complementado por la acidificacién del pH
endosomal, que promueve la disociacion del complejo HFE-RTS (Bennett et al., 2000).
Estos resultados indican que HFE alcanza compartimentos endosomales en un proceso
dependiente de RTf. Como DMT!1 es el transportador que saca el Fe endosomal hacia el
citosol (Tabushi et al., 2000; Burdo et al., 2001), proponemos que HFE regula el
transporte de Fe desde el lumen del endosoma al citosol. Nuestra observacién que la
incorporacion de Fe unido a Tf esta disminuida en células Caco-2 que sobrexpresan HFE

apoya esta hipotesis.

El RTf une transferrina (apo;, mono o diférrica) plasmética a pH 74, y el
complejo RTE-TT es internalizado en endosomas acidicos donde el Fe es liberado desde
la Tf. El Fe del endosoma es luego entregado al citoplasma a través del transportador
DMT1, donde es usado en las necesidades metabdlicas o incorporado en ferritina para su
almacenaje. A pesar de la disminucién del numero de RTf con el aumento en la
concentracion de Fe intracelular, éstos tienen una participacion activa en la movilizacion
de Fe desde y hacia la célula. Estudios de Alvarez-Hernandez (1991; 1994), demostraron
que células con bajo Fe, y en menor grado las células con alto Fe intracelular,
presentaron un gran incremento en el flujo de PFe desde el medio apical al basolateral
en presencia de apo-transferrina en el medio basolateral. Este flujo puede ser explicado
por la interaccion que ocurre entre RTf y apo-Tf, en donde la apo-Tf seria endocitada a

la célula y una vez en ella, tomaria el Fe y lo sacaria de la célula, en un proceso inverso
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al de endocitosis (Nfiez 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 célula a través del ciclo endocitico, sino que ademads es capaz de sacarlo

cuando la especie endocitada es apo-T*.

Una segunda forma en que abordamos el efecto de la interaccién entre HFE y RTf
fue realizando estudios de inhibicién por competencia de la interaccién entre HFE y RTf
con dos péptidos sintéticos del dominio a1l de HFE. Para ello, utilizamos dos péptidos:
péptido A: LSLFEALGYVDDQLFVFYDHE cuya secuencia aminoacidica va del
aminoacido 43 al 64 6 péptido B: DHESRRVEPRTPWVSSRISSQ cuya secuencia va
desde el aminoacido 62 al 82 de la proteina HFE. El péptido B produjo una disminucion
en la velocidad de internalizacién de *Fe desde el complejo Tf-Fe. Este resultado est4
de acuerdo con observaciones recientes de Lebron y Bjorkman, (1999a) y Lebron y
colaboradores (1999b), quienes demostraron que ademas de la his-63, los aminoécidos
Val78 y Trp81, ambos incluidos en el péptido B y que son de importancia en la
interaccion con el RTf, por sus caracteristicas de aminodcidos hidrofobicos expuestos a
solventes. Por lo tanto, es posible que:

a) el péptido B rompa la interaccion de HFE y RTf, disminuyendo la internalizacion de
HFE. Sin embargo, si esto es asi, el péptido B deberia aumentar la captacion de Fe a
partir del complejo RT{-Tf-Fe, lo que no fue observado en ninguno de los tipos celulares

estudiados.
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b) el péptido B, al igual que HFE, al interaccionar con el RTf produzca una cambio
conformacional que reprima o inhiba el proceso de endocitosis del complejo RTf-Tf-Fe. -
Hasta el momento se han reportado resultados contradictorios con respecto a esta
posibilidad. Por un lado, Ramalingan y colaboradores (2000) han demostrado que la
velocidad de internalizacion y externalizacion del RTf no dependeria de los niveles de
HFE (Ramalingan et al., 2000). Por otro lado, Waheed y colaboradores (2002) han.
mostrado que el complejo HFE-B2M aumentaria tanto la velocidad de reciclaje del RTf
como los niveles de RTf en la superficie celular en células CHO. A la luz de estos
antecedentes, no cabe duda que se hace necesario mayores estudios que lleven a una
mejor comprension del mecanismo de regulacion que ejerce HFE sobre el RTE.

¢) que el péptido B reemplace a HFE internalizandose con el complejo RTf-Tf-Fe. De
esta forma, el péptido B ademas, podria inhibir directamente al DMT1 endosomal ¢ el

proceso de acidificacion necesaria para la disociacién del Fe de la transferrina

Cualquiera que sea el mecanismo involucrado en este proceso, el péptido B
reduciria la incorporacion de Fe desde transferrina como observado. Siendo el
‘mecanismo mas probable que el péptido B se internalice junto con el RTf e inhiba el

transporte de Fe endosomal disminuyendo la entrada de Fe al citosol.

2. Sistema regulatorio IRP/IRE, receptor para transferrina y ferritina intracelular:
Como demostramos anteriormente (Arredondo et al., 1997), la actividad del

sistema IRP/IRE es regulada por la concentracion de Fe reactivo, pero este no es el
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tnico estimulo capaz de activar el sistema. También lo hacen la activacion de cascadas
de proteinas kinasas (Schalinske and Eisenstein, 1996; Eisenstein, 2000) y la respuesta
frente a estrés oxidativo y oxido nitrico (Drapier et al., 1993; Pantopoulos et al., 1996;
Gehringet al., 1999; Caltagirone et al., 2001). Los estudios del sistema IRP/IRE en las
células wtHFE mostraron que estas células presentaban un sistema regulatorio activo
tanto por una mayor expresion de las proteinas IRP1 ¢ IRP2 como por una mayor
actividad de unién a ARNm de estas proteinas. Las células wtHFE presentaron una
mayor expresion y actividad de las proteinas IRP comparado a las células coniroles y
HFE-H63D. Estos resultados son consistentes con lo observado en las células wtHFE
con un bajo nivel intracelular de LIP. La sobrexpresion de HFE, por lo tanto, no

modificd la capacidad del sistema IRE/IRP de responder a las variaciones de Fe celular.

El receptor para transferrina localizado en la membrana basolateral de las células de
la cripta y microvellosidades facilita la entrada de Fe a la célula desde el plasma por
internalizacion de Tf-Fe, (Pietrangelo et al, 1992; Nafiez et al., 1996). En estados de
disminucién de los-depésitos de Fe, la expresion del RTf depende del nivel de Fe
intracelular, mientras que el Fe absorbido por el enterocito es rapidamente entregado al
plasma, la reduccion del compartimento intracelular de Fe activa la expresién del RTf con
el objeto de restaurar el balance de Fe interno (Pietrangelo et al., 1992). En el modelo en
estudio, el nimero de RTf presentd un comportamiento inverso con respecto a la
concentracion de Fe interno en las células wtHFE, es decir, presentaron un mayor
numero de RTf que las células controles y HFE-H63D. Estos resultados apoyan la

hipétesis que la expresion del RTf se encuentra aumentada en células con baja
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concentracion de Fe interno (Pietrangelo et al., 1992) y que el nimero de RTf es regulado

inversamente por la concentracion de Fe interno (Chan et al., 1994).

La disminucion de la concentracién intracelular de Fn en las células wtHFE se
relaciona directamente con un contenido de Fe interno disminuido, existiendo una
relacion inversa entre la concentracion de Fn y el niimero de RTf y una relacion directa
con el LIP. Tanto las células controles como HFE-H63D presentaron niveles mayores de
Fn que las células wtHFE. Estos resultados son inesperados, ya que los enterocitos de
individuos con HH, presentan niveles de Fn mdas bajo que individuos sanos. Sin
embargo, nuestros resultados se correlacionan directamente con las concentraciones de
Fe interno en esas células y lo que es mas importante alin, inversamente con la actividad
del sistema IRP/IRE (Armredondo et al., 1997). Roy y colaboradores (2000), mostraron
resultados similares a los nuestros en células HeLa. Al sobrexpresar la proteina wtHFE,
mostraron una disminucién de la concentracion intracelular de Fn, efecto que no se
observa en células que sobrexpresan HFE-C282Y. Las células que sobrexpresan HFE-
H63D mostraron niveles similares de Fn a las células controles. Otros autores (Gross et
al., 1998; Riedel et al., 1999; Corsi et al., 1999), han reportado resultados similares en
células Hela que sobrexpresan HFE. Sin embargo, aun con esta similitud de estos
resultados, no debe descartarse una modulacion de la regulacion transcripcional del gen

de la ferritina, por mecanismos independientes de Fe (Eisenstein, 2000).

En su conjunto, es decir, una baja concentracién interna de Fe y Fn, un LIP

disminuido y un nimero de RTf aumentados, se relacionan directamente con una
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actividad aumentada del sistema IRP en las células wtHFE y un aumento moderado en
las células HFE-H63D. Estos resultados demuestran que la proteina wtHFE establece un
estado de deplecion del LIP y el aumento de la actividad de IRP. A pesar de esto, los
niveles celulares de Fe estan disminuidos en las células wtHFE, por lo que el efecto mas
importante de HFE es sobre la actividad del transportador importador de Fe, DMT1 o
sobre el transportador exportador de Fe, Iregl. Esta inhibicién no se observo en las
células HFE-H63D, lo que significa que la proteina que lleva esta mutacion pierde esta
capacidad reguladora. Estos datos indican que los individuos con HH, al tener reducidos
niveles funcionales de la proteina HFE, no podrian regular apropiadamente la captacién

de Fe a pesar de presentar un sistema IRP/IRE activo y funcional.

3. Estudios de captacion apical y transporte apical-basolateral.

El aumento de la actividad IRP en las células wtHFE predecia que la captacion
apical de Fe deberia encontrarse aumentada en estas células. Sin embargo, los
experimentos de transporte con > Fe mostraron una captacién muy disminuida en las
celulas wtHFE, comparados con las células controles. Por otro lado, las células HFE-
H63D mostraron niveles de captacion de Fe similares a las células control a pesar que
los niveles de expresion de la proteina HFE-H63D era similar a los de la proteina HFE
en las células wtHFE. Estos hallazgos nos indican que un efecto principal de HFE fue la
inhibicion del proceso de incorporacion apical de Fe. Este proceso, incluye la reduccion
de Fe™ a Fe™ por Deytb, la ferrireductasa de la membrana apical del enterocito (Dupic
et al., 2002; Knopfel and Solioz, 2002) y el transporte de Fe™ por DMT1. Este resultado

es inesperado, si lo comparamos con resultados obtenidos previamente en nuestro




laboratorio (Tapia et al., 1996; Arredondo et al., 1997), en donde se observé que el
proceso de captacion de Fe fue inversamente proporcional a la concentracién de Fe
interno y se relacionaba directamente con la actividad del sistema IRP/IRE. Nuestros
resultados de captacién apical de Fe” y Fe™ nos permitieron descartar un efecto
inhibitorio sobre Dcytb, ya que tanto con Fe™ como con Fe™ observamos una
disminucién dramética en la captacion de Fe en las células wtHFE. Por lo tanto, el

blanco mas probable de accion de HFE es el transportador apical DMT1.

4. Efecto de la sobrexpresion de HFE sobre la expresion del transportador DMT1.
Hasta ahora, nuestros resultados nos indican que HFE actuaria sobre el
transportador DMT1 descrito por Gunshin y colaboradores (1997), por lo que
determinamos sus niveles de expresién en las células control, wtHFE y HFE-H63D,
encontrando una sobrexpresion de 3 a 4 veces con respecto a las células control. Los
resultados de inhibicién de DMT1 podrian entonces ser debidos a la sintesis de un
transportador inmaduro con actividad disminuida. Por inmunodeteccion determinamos
un peso molecular aparente de 67 kDa para el transportador DMT1-IRE, resultado que
est4 de acuerdo con el peso molecular esperado deducido de la secuencia nucleotidica y
con lo reportado por Sharp y colaboradores (2000). Para confirmar que la sobrexpresién
de HFE en células Caco-2 producia un transportador DMT1 maduro, realizamos
estudios de deglicosilacién, observando una disminucién de 2 a 3 kDa en el peso
molecular del transportador, por lo que confirmamos que las células producian el
transportador maduro de peso molecular de 67 kDa. El aumento de la expresion del

transportador DMT1(IRE) en las células wtHFE, era esperado debido a los bajos niveles
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de Fe intracelular y de LIP y a la regulacién dada por el sistema IRP/IRE. Sin embargo,

no eran predecibles en vista de la disminuida captacion apical de Fe en estas células.

El ARNm de DMT1 se encontré6 aumentado en las células transfectadas con
wtHFE y HFE-H63D comparadas con las células 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 DMT1 en presencia de
actinomicina D. Por ambas metodolegias observamos que el ARNm de DMT1 en las
células wtHFE y HFE-H63D presentaban una mayor vida media (2 veces) con respecto a
las células control. Observaciones de Oates y colaboradores (2000) sugieren que tanto la
proteina como el ARNm del transportador DMT1 son rapidamente degradados y que por
tanto, la funcién del transportador DMT1 seria dependiente de la sintesis de novo del

mismo.

La dramatica disminucién en el contenido de Fe intracelular de la célula y en la
captacion apical de Fe en las células que sobrexpresan wtHFE fuertemente sugiere que
wtHFE es un modulador negativo del transportador DMT 1. Esta caracteristica se pierde
en la proteina HFE con la mutaciéon H63D, ya que estas células incorporan Fe en una
forma muy simular a las células controles. Estos resultados entregan una explicacién
coherente para los altos niveles de absorcién de Fe encontrado en los pacientes con HH,

donde la funcién de HFE se pierde.
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La idea que HFE forme un complejo con ofras proteinas es perfectamente
plausible. Claramente se ha demostrado la interaccion con RTf y recientemente,
Townsend and Drakesmith (2002), han postulado una segunda posibilidad de interaccion
de HFE, esta vez con Iregl, el transportador basolateral de Fe que saca el Fe desde la
c€lula. En su modelo, una alta saturacion de Tf en un individuo normal, desplazaria el
equilibrio hacia la unién de HFE a Iregl y baja saturacion de transferrina desplazaria el
equilibrio hacia la unién al RTf. En la HH, la ausencia de la proteina HFE desacoplaria a
Iregl, del efecto de una alta saturacion de Tf en el paciente HH y por lo tanto se
generaria una célula con una aumentada entrada de Fe y a la vez una aumentada salida
del elemento, produciendo células intestinales con bajo Fe intracelular y un alto Fe

sistémico.

Se ha propuesto que DMT1 también participa como el transportador de Fe
endosomal en el ciclo endosomal de RTf-Tf, transportando el Fe endosomal hacia el
citoplasma (Fleming et al., 1998; Fleming et al., 1999; Andrews et al., 1999; Tabushi et
al., 2000). Los resultados presentados, permiten dar una interpretacion a la disminucion
en la captacion de Fe dependiente de Tf encontrada en células HeLa que sobrexpresaban
HFE, sin modificar las via endo-exocitica del RTf (Roy et al., 1999; Corsi et al., 1999).
Esta respuesta sugiere que HFE interferiria con la maquinaria endosomal involucrada en
la entrega del Fe de la Tf al citosol, es decir, con el proceso de acidificacion de las
vesiculas endociticas, reduccién del Fe™ 6 en el transporte de membrana de Fe'? (Nufiez
et al., 1990). Nuestra observacion que la sobrexpresion de HFE también inhibe la

incorporacion apical de Fe™ en células Caco-2 descartan un efecto de HFE sobre la
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reductasa apical de Fe, dejando como candidatos de la inhibicidn al proceso de

acidificacién o al de transporte de Fe endosomal.

Fundamental para nuestra proposiciéon que DMT1 es el blanco miolecular de
HFE, fue demostrar que DMT1 es el tmico 6 principal transportador apical de Fe. Para
confirmar esto, realizamos estudios con oligonucleétidos antisentidos de DMT1. La
secuencia  nucleotidica  intrénica  antisentidko del transportador DMT]I
5’CCTTTGACCCTCCCATTCCTGCTC3’, produjo una inhibicién en la captacién de
Fe sobre un 80%. Este resultado sugiere fuertemente que el transportador DMT1, es el

principal transportador apical de Fe.

5. DMT1 es un transportador de Cu

El resultado de una captacién muy disminuida en las células wtHFE, nos llevd a
plantearnos la posibilidad que no solamente el transporte de Fe podria estar alterado en
estas células. Por ello, realizamos estudios de transporte de cobre, el cual podria ser
transportado por DMT1. Las células wtHFE presentaron una captacion disminuida de
cobre similar a la reportada para Fe y corresponde a un 60% de disminucién en la
captacion apical segin lo reportado anteriormente (Arredondo et al., 2000). El transporte
apical-basolateral, a pesar que fue menor, refleja solamente la menor disponibilidad del
elemento. Estudios de transporte de Cu en presencia de oligonucledtidos antisentido
contra DMT1, mostraron al igual que en el transporte de Fe, una inhibicion del
transporte de Cu de aproximadamente un 55%. Estos resultados de transporte, tanto de

Fe como de Cu, nos indicé que el proceso de captacion apical de metales se encuentra
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alterado en estas células, como resultado de la sobrexpresion de HFE y nos sugiere que
la HH no seria una alteracion exclusiva del metabolismo del Fe. Las células HFE-H63D
se comportaron como las células controles en lo que se refiere a captacion y transporte
de Cu. Estos fesultados en su conjunto, nos sugieren que efectivamente la sobrexpresion
de HFE en las células Caco-2 produce un efecto inhibitorio sobre la funcién del
transportador DMT 1. Tambien demuestran que DMT1 es un transportador apical de Cu.
La observacion que HFE regula la captacion de Cu es una observacion original y nos

permite una nueva vision del mecanismo regulatorio de su absorcion intestinal.

6. Distribucion de DMT1 y HFE por biotinilacion y microscopia confocal.

En células con sobrecarga de Fe, el transportador DMT1 se localiza
principalmente a nivel intracelular, sin embargo, en enterocitos deficientes en Fe, la
proteina se localiza en la membrana apical (Tabuchi et al., 2000; Trinder et al., 2000;
Canonne-Hergoux et al., 2001). Nuestros resultados muestran que junto con el aumento
de la expresion de DMT1, las células wtHFE y HFE-H63D presentaron un cambio en la
distribucién del transportador DMT1. De una localizacién preferentemente en la
membrana apical y escasa en la membrana basolateral en las células controles, cambio a
una localizacién principalmente basolateral con un menor porcentaje en la membrana
apical. Estos resultados sin embargo, no descartan una distribucién intracelular del
transportador. Esta distribucion no fue suficiente para impedir niveles considerables del
transportador en la membrana apical. Por lo que el cambio en la distribucién del

transportador DMT1 no seria la causa de la disminuida captacién apical de Fe y otro(s)
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mecanismo(s) deberian explicar la marcada disminucion apical de Fe observada en las

células wtHFE.

En células de epitelio intestinal, la proteina HFE se distribuye en la membrana
basolateral y en compartimentos perinucleares (Parkkila et al., 1997b). Pero jqué sucede
cuando la proteina HFE es sobrexpresada?. Explorando esta posibilidad, encontramos
que en las células control, HFE es biotinilado desde la membrana apical, una clara
indicacion que HFE alcanza esta membrana. La proteina HFE en las células wtHFE
presentd un cambio en la distribucion por efecto de la sobrexpresion. Normalmente la
proteina HFE, se ubica preferentemente en la membrana basolateral del enterocito, sin
embargo, se observd que en las células que sobrexpresan HFE, la proteina se localizd
principalmente en la membrana apical. Ademas, hubo un cambio en la distribucién de
HFE desde basolateral hacia zonas mediales de la célula, sin poder discriminar si esta

localizacion es a nivel de la membrana plasmatica o a nivel intracelular.

El enriquecimiento de la proteina HFE en la membrana apical, podria ser
explicado por un mecanismo de transitosis celular. Las células 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 célula. El destinamiento de proteinas a la membrana
apical depende de dos vias. Una via directa desde el red trans Golgi y una via indirecta
o transitosis que pasa temporalmente por la membrana basolateral (Taub, et al., 1993;

Delgrossi, et al., 1997). En las células polarizadas Caco-2 se han descrito ambos
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mecanismos (Le Bivic et al., 1990a y 1990b; Lanctot et al., 1995). Este mecanismo de
transitosis posibilitaria que HFE interaccionara con DMT1 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
distribucién apical/basolateral de DMT1 y HFE no explica en su totalidad el cambio en

la actividad de captacion apical de Fe.

7. Interaccion entre la proteina HFE y DMTI.

Los resultados hasta ahora mostrado nos indican la posibilidad que la proteina
witHEFE esté realizando alguna interaccion con otras proteinas para complementar su
funcién. Ya sabemos que HFE interacciona con el receptor para transferrina en la
membrana basolateral. Esta interaccion no sélo permite realizar su efecto inhibitorio de
la captacion basolateral de hierro a través del complejo RTf-Tf-Fe, sino que ademas, esta
misma interaccion le permite alcanzar compartimentos endosomales. Por otro lado, la
sobrexpresion de wtHFE produjo un incremento de la proteina tanto a la membrana
apical como a compartimentos intracelulares mediales. Por lo tanto, HFE y DMT1
pueden colocalizar ya sea en la membrana apical 0 en compartimentos endosomales y de
esta forma HFE podria ejercer su efecto inhibitorio. Resultados preliminares de
sedimentacion en gradientes lineales de sacarosa, muestran una posible interaccién entre
HFE y DMT1. Se observé un complejo de aproximadamente 110 kDa el cual fue visible

al inmunodetectar ya sea DMT1 o HFE.
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En sintesis, nuestros resultados nos permiten postular, que ademis de la
interaccion HFE-RTf, se produce una interaccién entre HFE-DMTI1, que regula
negativamente a DMT1. La ausencia de una proteina HFE funcional, produciria el
desacople de la regulacién negativa de HFE sobre DMT]1 tanto a nivel dé membrana
apical como a nivel endosomal. Este desacople produciria una alta captacién de Fe por
parte del transportador DMT1 y de la salida del Fe desde el endosoma hacia el
citoplasma. Como la etapa de incorporacién apical es la mas regulada en el proceso de
absorcion intestinal de Fe, la mayor incorporacion conlleva entonces a una mayor
transferencia de Fe al basolateral, produciendo una mayor absorcion neta de Fe. Sin
embargo, un efecto adicional de HFE sobre el transportador Iregl no puede ser

descartado.
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6. COMENTARIOS FINALES Y CONCLUSIONES.

Los hallazgos aqui presentados, indican que la sobtexpresion de HFE en células
Caco-2 produce una marcada disminucién en el transporte de Fe apical y resultando en
una disminucion en el contenido de Fe reactivo y en la concentracion de Fe intracelular.
Como consecuencia de esto, el nimero de receptores para transferrina y el transportador
DMT1 aumentan y la concentracion de Fn intracelular disminuye, especificamente por
la accidn reguladora del sistema IRP/IRE. A pesar de esto, el transporte apical de Fe se
encontrd significativamente disminuido. Encontramos que ninguno de los cambios
observados en las células que sobrexpresan la proteina wtHFE, es decir, concentracién
intracelular de Fe disminuida, Fe reactivo dramaticamente disminuido, aumento de la
actividad del sistema IRP e inhibicion de la actividad de DMT1, fueron observadas en
las células que sobrexpresan HFE-H63D. Una interpretacion de estos resultados es que
la proteina mutada presenta una pérdida de funcién. Probablemente, la proteina HFE-
H63D pierde su capacidad para inhibir la actividad de DMT1. La inhibicién del
transporte de Fe apical explicaria la absorcion intestinal de Fe aumentada encontrada en
la HH y establece una nueva relacion entre HFE y DMT1, una de las proteinas claves de

la homeostasis de Fe.

De los tres posibles mecanismos de accion de HFE (Figura 23), solamente los
mecanismo a): redistribucion de HFE hacia la membrana apical, y ¢): activacién de

intermediarios de la actividad de HFE, podrian ser explicados por nuestros resultados.
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El mecanismo 4): inhibicion de la destinacién de DMT1 a la membrana apical por efecto
de HFE no puede ser explicado, ya que el transportador DMT1 no disminuye su

expresidn apical por la presencia de HFE.

Dos resultados apoyan la hipétesis de interaccion directa de HFE-DMT1. La
primera es la distribucion tanto de la proteina HFE como de DMT1. El evento que HFE
se encuentre en la membrana apical posibilitaria una posible interaccién con DMT1, sin
descartar una interacciébn a nivel de compartimentos endosomales. El segundo
fundamento lo observamos en la disminuida captacion de cobre, el cual también es
transportado por DMT1. Lo que nos sugiere que en la HH existiria una alteracion global
en la captacion de metales trazas y por otro lado, apoya la tesis de una interaccién de

HFE con el transportador DMT1.

Sobre la base de los resultados obtenidos, postulamos el siguiente mecanismo de
actividad para HFE (Figura 24). En individuos normales, HFE, por una asociacién
directa, regula negativamente la actividad del transportador apical DMT1. HFE ademds,
se asocia al RTf en la membrana basolateral y es endocitado junto con el a
compartimentos endosomales en donde interactiia con DMT1 regulando negativamente
su actividad. El Fe recién internalizado, es entregado a la circulaciéon a través del
transportador de la membrana basolateral Iregl o es almacenado en la Fn. En el caso de
un paciente con HH, la regulacion dependiente de HFE se pierde y se produce un
aumento en la captacion de Fe por la membrana apical del enterocito y de la entrega del

Fe endocitado por el complejo RTF-TF-Fe.




Figura 24: Modelo de la homeostasis de Fe en células de epitelio intestinal normal.
El Fe” de la dieta es reducido a Fe por accién de la ferrireductasa Dcytb de la
membrana apical del enterocito. Luego el Fe™ es internalizado a la célula por medio del
transportador DMT1. Otra via de incorporacién de Fe es a través de la endocitosis
basolateral del complejo RTf-Tf-Fe. La proteina HFE silvestre en la membrana
basolateral, disminuye la afinidad del RTf por Tf-Fe. Ademés, es endocitado junto al RTf
donde colocaliza con DMTI1 en el sistema endosomal e inhibe negativamente su
actividad. HFE también se distribuye en la membrana apical, regulando negativamente la
actividad de DMT1.

En paciente con Hemocromatosis Hereditaria, la actividad reguladora negativa de HFE
sobre DMT1 y RTf se pierde, lo que resulta en una captacién apical de Fe y endocitosis
basolateral de RTf-Tf-Fe aumentadas. Probablemente, la salida de Fe, a través del
exportador basolateral Ireg] también se encuentra aumentada.
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