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RESUMEN

EI  hierro  es  a  nivel  de  elemento  traza,  un  nutriente  esencial  para  todos  los
organismos vivientes. Su especial configuraci6n electr6nica le permite participar en el
desarrollo de diversas funciones biol6gicas, tales como transporte de oxigeno, fijaci6n
de nitr6geno, detoxificaci6n y variadas reacciones de fotosfntesis. En forma natural se
le encuentra en 2 estados de oxidaci6n: Fez+ el cllal presenta una solubilidad de 10-I M

::,::j'orncj6anc::::S:apEH7Tgu(:°o.y7C#CtB:Bjrd°o°Xidaenstte:sycFaer:c€eer,gt:I:aas,°'::jt'j:aeddj::
biol6gicos  el  hierro  se  distribuye  princjpalmente  asociado  a  proternas  (60-70  °/o  en
hemoglobina,10 % en miog[obina, citocromos y otras enzimas que contienen hierro y
20-30 % en proteinas de almacenamiento como ferritina y hemosiderina).  El  balance
metab6lico del hierro es regulado finamente: en humanos se absorben y eliminan 1-2
mg de hierro al dia. Dicho balance es coritrolado por el proceso de absorci6n intestinal
de este  i6n.  En  los  enterocitos,  al  igual  que en  las demas c6lulas del  organismo,  Ia
.absorci6n de hierro parece ser regulada por su propio nivel  intracelular, ya que altos
niveles  de  hierro  intracelular  inhiben  y bajos  niveles  aumentan  su  absorci6n.  En  la
actualidad se  postula que dicha  regulaci6n  es  controlada  por el  sistema  IRE/IRP.  A
trav6s  de  este  sistema  el  nivel  de  hierro  intracelular  regula  traduccionalmente  la
expresi6n  de  proteinas  involucradas  en  su  transporte  y  almacenaje  celular.  Asi,  al
aumentar la concentraci6n intracelular de hierro, disminuye los niveles de receptor de
transferrina y aumentan  los  de ferritina,  transformandose  los  enterocitos  en  c6Iulas
mss almacenadoras y con menor capacidad de absorcion de este i6n. Por el contrario,
a  baja  concentraci6n  intracelular  de  hierro,  Ias  c6lulas  aumentarian  sus  niveles  de
receptor de transferrina y disminuirian los de ferritina, transformandose en c6Iulas con
alta  capacidad  de  absorci6n  y  baja  capacidad  de  retenci6n  del  i6n.  Este  analisis
te6rico,  realizado  en  base  a  la  proposici6n  de  que  el  sistema  IRE/IRP    regula  la
absor'ci6n intestinal de hierro,  no concuerda del todo con observaciones previas que
indican que en estado de deficiencia de hierro aumentan tanto ]a absorci6n,  como la
retenci6n  de  hierro  en  las  c6Iulas  intestinales.  En  este  proceso,  Ias  proteinas  de
almacenaje de hierro podrian cumplir un papel fundamental.  La ferritina es la principal
proteina almacenadora de hierro.  Una mol6cula de ferritina puede almacenar mss de
3.000 atomos de hierro.  Esta capacidad de almacenamiento de hierro de la ferritina
puede ser bloqueada por iones como Zn2+ y Tb3+.  La cin6tica de almacenaje de hierro
en ferritina puede ser a[terada por la presencia de oxidantes o reductores.   Ademas,
dado que la ferritina responde a los niveles intracelulares de hierro,  podrla cumplir un
pape[ importante en definir su destino en c6lulas queabsorben hierro.

En  esta  tesis  se  propuso  estudiar  si  la  Fn  regula  la  absorci6n  de  Fe  en
c6Iulas   del   epitelio   intestinal,   al   determinar,   por   uni6n   del   Fe   recientemente
incorporado,  la relaci6n Fe transportable :  Fe. Se cultiv6 c6lulas Caco-2 en insertos
bicamerales equilibradas con diferentes concentraciones de 55Fe.  De esta manera,  el55Fe  representa  el  hierro  almacenado  en  las  c6lulas.  Con  estas  c6lulas  realizamos
estudios de flujo adicionando 59Fe-NTA al medio apical.  Por lo tanto,  59Fe representa
el  hierro  recientemente  incorporado  o  hierro  de  transito.  Se  determin6,  utiljzando



t6cnicas   de   inmunoprecipitaci6n   y  fraccionamiento   subcelular,   como   estas   dos
especies de hierro interactuan con ferritina a diferentes concentraciones intracelulares
de este i6n. Con el objetivo de determinar la influencia de ferritina sobre el destino del
hierro en transito citoplasmatico,  se gener6 cultivos celulares con ferritina bloqueada
funcionalmente,  mediante la adici6n de Zn2+,  para estudiar el transporte transepitelial
de hierro respecto a c6lulas que presentaban ferritina  no bloqueada.  Finalmente se
estudi6 si las condiciones de cultivo a diferentes concentraciones de hierro alteraban
el estado de 6xido-reducci6n celular y de esta forma el almacenaje y liberaci6n del i6n
desde ferritina. Para esto, se determin6 Ia relaci6n glutati6n reducido/glutati6n oxidado
(GSH/GSSG) a diferentes concentraciones intracelulares de hierro. Posteriormente se
alter6  el  estado  de  6xido-reducci6n  celular  adicionando  t-butilhidroper6xido  y  se
determin6 si esto influye sobre el almacenamiento en ferritina.
Los resultados indican que en celulas Caco-2 Ia ferritina cumple el papel de principal
proteina almacenadora de hierro, presentando aproximadamente el 80 °/o de este i6n
a    cualquier    concentraci6n    intracelular    de    hierro    estudiada.    AI    aumentar    la
concentraci6n intracelular de este i6n aumentan los niveles de ferritina,   pero el nivel
de    hierro    intracelular    aumenta    en    mayor    grado    que    el    nivel    de   ferritina.
Fraccionamiento  de  extractos  celulares  en  gradientes  de  sacarosa  indican  que  la
densidad  de  equilibrio  de  ferritina  aurrienta  respecto  al   contenido  de  hierro  que
presenta esta mol6cula. Asi, en un rango de concentraciones intracelulares de hierro"Deficiente-Normal",  la  ferritina  aumenta  su  densidad  de  equilibrio  desde  1,03-1,06

g/ml  a  1,08-1,12  g/ml.  En  c6lulas  cultjvadas  en  situaci6n  de "Sobrecarga"  del  i6n  se
detecta una poblaci6n  de ferritina diferente,  la cual fracciona a densidades de  1,13-
1,16 g/m[.  Esta ferritina de alta densidad se localiza en un compartimento vesiculado
perinuclear.  La corta ti;2 (6,5 h) de esta ferritina vesiculada,  permiten postular que se

::8:en::ar:i:::hpjre°r::.S°Lad:d?c:8:agacj£:2+Pa:S#:edToendt::nuqtTvC:?apepr°inriti%'e:Stbi83u8:
funcional  de  la ferritina,  con  lo  cual  aument6 el flujo transepitelial  del  hierro  hacia el
espacio   basolateral.   Este  efecto  fue  mss   notable   en   c6lulas   cultivadas   a   baj.a
concentraci6n   intracelular  de  hierro,   sugiriendo  que   la  ferritina  cumple   un   papel
limitado en la uni6n de hierro de flujo a nivel citos6lico,  dependiente de su grado de
saturaci6n  de  hierro que  esta mol6cula  presente.  Determinaci6n  de  otras  proteinas
con  capacidad  de  unir hierro  de flujo  sugieren  que  calreticulina  y   en  especial  una
proteina de 70 kDa (P70),  de naturaleza desconocida,  podrian cumplir un papel mss
importante que ferritina en  este proceso.  Un  desbalance  oxidativo  puede  disminuir
tanto la incorporaci6n como el flujo transepitelial de hierro  en c6lulas  Caco-2.  Sin
embargo,  no afecta de manera importante la uni6n de hierro de flujo por parte de
ferritina.  Este desbalance oxidativo disminuye ]a uni6n de hierro de fluj.o por parte
de  calre,ticulina  y  P70  en  un  50  %,   permitiendo  postular  que.  estas  proteinas
presentarian  un  papel  mas  importante que ferritina,  en  la  union  y  destinaci6n  de
este i6n.

Los resultados presentados en esta tesis, permiten concluir que en las c6lulas
Caco-2  la ferritina es la principal proteina almacenadora de hierro, une Fe de flujo en
relaci6n inversa a su grado de saturaci6n en este i6n y disminuye el pool  de   hierro
transportable en c6lulas en estado de deficiencia de hierro. Calreticulina y en especial
P70 parecen jugar un papel mas importante que ferritina en la uni6n y destinaci6n del
hierro transportable.



ABSTRACT

Iron   is  an   essential   nutrient  required  by  all   living  organisms.   Its  particular
electronic  configuration   upholds   its   role   in   several   biologic  functions   as   oxygen
transport,  nitrogen fixation and photosynthesis.   Iron has 2 stable oxidation states:  in
the 2+ state it has a maximal solubility of  10-1 M in aqueous solutions at neutral pH and
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associated to  proteins:  haemoglobin-associated  iron comprise 60-70  °/o  of total  body
iron,   while  iron   associated  to  myoglobin,   cytochromes   and   other  iron-containing
proteins  comprise  a  further  10  %.  The  remaining  20-30  %  is  equally  distributed
between  the  two  iron  storage  proteins:  ferritin  and  haemosiderin.   The  metabolic
balance of   iron is tightly regulated:  in humans  1-2 mg of iron are lost and recovered
daily. This body iron balance is controlled at the level of the intestinal absorption of this
ion. In enterocytes, as in other cells, its own intracellular levels regulate iron uptake, so
high intracellular iron levels inhibit and low levels increase iron absorption. At present
a   regulation   based   in   the   IRE/lRP   system   is   postulated.   Trough   this   system,
intracellu]ar  iron  levels  regulate  the  expression  of  iron  transport  and  iron  storage

t      proteins   at   the   translational   level.   Thus   high   intracellular   iron   levels   decrease
transferrin  receptor  levels  and  increase  ferritin  levels,  so  cells  increase  their  iron
storage   capacity   and   decrease   their   iron   absorption   capacity.    C6ntrarily,    low
intracellular iron levels increase transferrin receptor levels and decrease ferritin levels,
so   cells   become   more   absorptive  and  with   a   lower  capacity  to   bind   iron.   The
proposition that intestinal  iron absorption  is regulated through the  IRE/IRP system,  is
not  in  accordance  with  previous  descriptions  indicating  that  in  the  anemic  state
intestinal  cells  increase  both  iron  absorption  and  iron  retention.  In this  process,  iron
storage proteins could  play a principal  role.  Ferritin  is the main  iron storage  protein.
One molecule of ferritin can  store more.. than three thousand  molecules  of iron.  This
iron storage capacity can be blocked by. some cations as Zn2+ and Tb3+.  Oxidative or
reductive  molecules  can  modify  the  iron-storage  capacity  of  ferritin  .  Furthermore,
ferritin   synthesis   responds  to   intrace]Iular  iron   levels,   so  ferritin   could   plays   an
important role defining the destination of iron in absorptive cells.

In  this  thesis  work,  we  studied  if  ferritin,  plays  a  role  as.  an  intracellular
element controlling the trasepithelial transport of iron. We cultured Caco-2 cells,  in
bicameral  chamber system,  and  equilibrated  them  to  different 55Fe  concentration.
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or transit iron. We determined using 'immuneprecipitation and cell fractionation how
this two pools of iron interact with ferritin,  in cells having different intracellular  55Fe
concentrations.   To   determine   the   influence   of   ferritin   over   the   transit   iron
destination,  we obtained  cell  cultures  in which the  iron-storage  capacity of ferritin
was  functionally  blocked.  Finally,  we  determined  if the  iron  concentration  in  the
culture media  influenced the redox stade of the cells  and  in this way modified the
iron-storage   capacity   of   ferritin.   To   that   end,   we   determined   the   reduced



glutathione/oxidized  glutathione  (GSH/GSSG)  ratio,   at  different  intracellular  iron
concentration.     We     also     modified     the     cellular     redox     stade     adding     t-
butylhydroperoxide  and  studied  the  iron transport capacity  and  the  capacity  of iron
storage in ferritin of these cells.

The results presented in this thesis work show that in Caco-2 cells ferritin is the
main iron storage protein, containing about 80 % of the cellular iron at any intracellular
iron   concentration   studied.   Increasing   intracelular  iron   concentrations   resulted   in
increased    levels   of   ferritin.   Therefore,   ferritin   saturation    increases   when   the
intracellular    iron    concentration    increases.    Sucrose    density    gradients    of    cell
homogenates   indicated   that  ferritin   increased   its   density  when   its   iron   content
increased. So, at "Anemic-to-Normal" iron level ferritin shift its equilibrium density from
1,03-1,06 g/ml to 1,08-1,12 g/ml.  In cells cultured at Overloading. iron level a new pool
of ferritin fractionating  at  1,13-1,16  g/ml  was  detected.  This  high-density ferritin  was
found in a perinuclear vesicular compartment. The short halff-life of this ferritin (tira 6,5
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ca]reticulin and a 70 kDa protein, could play a role more relevant than of ferritin in the
handling  of the transit  iron.  An  oxidative  insult can  decrease  iron  incorporation  and
transepithelial  flux  in  Caco-2  cells.  However,  the  flux  iron  binding  in  ferritin  is  not
affected. This oxidative insult decreases calreticulin and  P70  iron  binding,  and  let us
postulate this proteins as more important elements in iron binding and destination.

The results presented  in this thesis work,  let us conclude that in  Caco-2 cells
ferritin  is  the  main   iron-storage  protein,   binds  flux  iron   in   inverse   relation  to   its
saturation  grade decreasing the  labil  iron  pool  in  iron  deficient cells.  Calreticulin  and
P70  seem  to  play  more  important  role  than  ferritin  in  binding  and  destination  of
transportable iron.

'`,.          I
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1. INTRODUCC16N

Importancia del hierro.  EI hierro  (Fe) es un nutriente esencial, a nivel de elemento

traza, para la vida de pfacticamente todos los organismos vivientes. Su presencia es

importante para el desarrollo de diversas funciones biol6gicas, tales como transporte

de   oxigeno,    fijaci6n   de   nitr6geno,    detoxificaci6n   y   variadas   reacciones    de

fotosintesis.

Propiedades del Fe.  Es un elemento de transici6n de ndmero at6mico 26 y masa

at6mica 56.  Sus 26 electrones se distribuyen en 4 orbitales de la siguiente  manera

is2,  2s2,  2p6,  3s2,  3p6,  3d6  y  4s2.  E|  nivel  interior  incompleto  (orbital  3d),  el  cual

permite   su   clasificaci6n   como   elemento   de   transici6n,   presenta   2   electrones

apareados y 4 desapareados,  esto le permite variar con facilidad  su configuraci6n

electr6nica, asr el Fe presenta 2 estados de valencia estables Fe2+ y Fe3+, los cua|es

presentan   tambi6n   electrones   desapareados   en   el   orbital   3d.   Los   electrones

desapareados le confieren al Fe y sus iones paramagnetismo,  reactividad y avidez

por otros  electrones  en  busca de alcanzar una configuraci6n  electr6nica  ai]n  mss

estable.  Esta  caracteristica  le  permite  al  Fe  interactuar  con  un  gran  ntlmero  de

ligandos y esto a su vez le permite participar en un gran numero de  reacciones de

6xido-reducci6n  con  potenciales  que  van  desde  los  +300  mv  a  los  -500  mv

(Wrigglesworth y Baum,1980). Asf, el Fe participa en procesos tan esenciales.como

[a fotosintesis,  la sintesis de DNA,  la fosforilaci6n oxidativa (Crichton y Ward,1992),

es   parte   de   enzimas   como   catalasas,    citocromos,    hidroperoxidasas,    6xido-

1
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reductasas,  mono y dioxigenasas,  liasas,  hemoglobina  y ribonucle6tido  reductasas

(Wrigglesworth y Baum, 1980).

A pH  neutro en  medio acuoso,  el  Fe3+ presenta  una  solubilidad  maxima  de

10-17 M, ya que el complejo Fe(H20)63+ hidroliza y polimeriza rapidamente baj.o estas

condiciones, sin embargo debido a su alta densidad de carga el Fe3+ es un acido de

Lewis  fuerte  y  por  lo  tanto  establece  enlaces  muy  estables  con  bases  de  Lewis
\'

fuertes  como fosfatos,  citratos,  carbonatos  e  hidroxilos  (May y Williams,1980).  En

cambio,  el Fe2+,  a pH neutro en medio acuoso presenta una solubilidad maxima de

10-1 M, dado que su densidad de carga es menor es considerado un acido de Lewis

moderado y por lo tanto establece enlaces con bases de Lewis  intermedias como

las  aminas  y  los  compuestos  nitrogenados  que  presentan  oxigenos  dadores  de

electrones  (May y \/Villiams,1980).  Su particular configuraci6n  electr6nica  convierte

al Fe2+ en un reductor,  capaz de activar una mol6cula tan estable como el oxigeno

(Wrigglesworth  y  Baum,  1980),  asi  la  interacci6n  Fe2+-02  genera  radicales  libres

altamente t6xicos en el medio biol6gico (Wrigglesworth y Baum,1980).

Debido  a  la  potencial  toxicidad  del  Fe2+  y  la  baja  solubilidad  del  Fe3+,  en

medios biol6gicos el Fe se distribuye principalmente asociado a prote[nas (60-70 0/o

en hemoglobina,10 % en mioglobina, citocromos y otras enzimas que contienen Fe

y 20-30 % en proteinas de almacenamiento como Ferritina (Fn) y hemosiderina) y su

requerimiento en  humanos es  a  nivel  de  elemento  traza,  asl  el  hombre  y  la  mujer

adultos  presentan  respectivamente  55  y  45  mg  de  Fe  por  kg  de  peso  (May  y

\/Villiams,1980),  presentando un metabolismo finamente regulado,  mediante el cual

a diario se absorben desde la dieta 1-2 mg y se excreta (p6rdidas obligatorias) igual

cantidad de este i6n (Crichton y Ward,1992).
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Absorci6n  intestinal  de  Fe.    Diversos  estudios  demuestran  que  los  enterocitos

responden   a   una   baja   en   los   dep6sitos   corporales   de   Fe   incrementando   su

absorci6n desde la dieta (Linder y Munro,1977; Wrigglesworth y Baum,1980; Muir y

col,1984;    Snape  y  Simpson,1991).  Estas  c6Iulas  regulan  el  balance  de  Fe  de

manera  tal  que  altos  niveles  corporales  bloquean  y  bajos  niveles  incrementan  la

absorci6n intestinal de este i6n (Muir y col,1984;   Snape y Simpson,1991,  Linder y

Munro,1977).  Por lo tanto, se considera a la absorci6n intestinal como el paso clave

en la regulaci6n de los niveles corporales del Fe (Flanagan,1989).  Para la mayoria

de las c6lulas humanas,  se ha descrito que el mecanismo de  incorporaci6n de Fe,

es  realizado  a trav6s  de  la  endocitosis  de Tf via  receptores  de Tf (RTf)  (Romslo,

1980).   Los   enterocitos   en   cambio,   expresan   RTf  de  forma   polarizada   en   su

membrana basal (Parmley y col,1985;  Shah y Shin,1994),  estas c6lulas presentan

un  primer sistema  de  regulaci6n  del  contenido  de  Fe  relacionado  a  la  edad  de  la

c6lula.  En  la cripta  intestinal,  Ias c6lulas  mss jovenes se   ubican  en  el fondo  de la

cripta  y  presentan  menor  contenido  de  Fe  y  Fn,  Ias  c6lulas  mss  envejecidas  se

localizan hacia la punta de  la cripta desde donde  se descaman.  De esta forma,  al

perder las c6Iulas con  mayor contenido d©  Fe,  los enterocitos regulan  el  contenido

de Fe almacenado en el epitelio intestinal.  Sin embargo,  este proceso no explica la

regulaci6n que los enterocitos ejercen sobre la absorci6n de Fe.

Los  mecanismos  moleculares  involucrados  en  la  regulaci6n  ejercida  por los

enterocitos,   no   han   sido   totalmente   caracterizados,   dada   la   complejidad   del

metabolismo del Fe y la heterogeneidad celular, en edad y composici6n, del epitelio

intestinal.   Tradicjonalmente,   el  flujo   transepitelial   del   Fe   se   divide   en   3  fases

principales:  la  incorporaci6n  de  Fe  desde  el  lumen  del  intestino  al  interior  de  la
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celula; el tfansito intracelular y la fase de transferencia al plasma (Wheaby y Crosby,

1963).  En  apoyo  al  modelo  actual  (Figura  1),  diversas  publicaciones  proporcionan

evidencia de la existencia de un transportador presente en  la membrana apical  de

los enterocitos, el cual seria responsable del proceso de incorporaci6n de Fe desde

el lumen intestinal (Muir y col,1984;  Simpson y Peters,1984;  Simpson y col,1985).

Incluso se ha postulado que la incorporaci6n apical es regulada por un transportador

de Fe del tipo  integrina que ha sido  identificado  solo funcionalmente (Conrad y col,

1993a,  Conrad y  Umbreit,1993b),  pero recientemente se ha  identificado mediante

aislamiento  y expresi6n  de ARNm  provenientes  de  intestino  de  rata  un gen que

codifica  una  proteina  con  actividad  de  transporte  de  cationes  divalentes  (divalent

cation   transporter,   DCT1),   el   cual   serfa   responsable   de   al   menos   parte   del

transporte  de  Fe  (Gunshin  y  col,   1997).   Estudios  de  electrofisiologia  con  este

transportador,  mostraron que corresponde a un transportador acoplado a prot6n,

que transporta otros cationes divalentes como zinc,  manganeso,  cobalto,  cadmio,

cobre,  niquel  y  plomo.  En  humanos  se  ha  determinado  la  secuencia  de  un  gen

hom6logo   IIamado   Nramp-2   (Fleming   y   col,   1997).   EI   gen   para   Nramp2   fue

previamente  identificado  en  humano,   y  debe  su  nombre  por  su  similitud  con

Nrampl   (Gruenheid  y  col,   1995).  Nrampl   es  una  proteina  expresada  solo  en

macr6fagos    y    asociada    con    la    resistencia    a    infecciones    por    pat6genos

intracelulares  (Vidal  y  col,  1993).  Ambas  protelnas  presentan  en  su  secuencia

caracterfsticas de transportador (Cellier y col,1996).

Por otra  parte,  existen  evidencias  preliminares  que  apoyan  la  Hip6tesis  de

una incorporaci6n apical de Fe por endocitosis de fase fluida (Hughson y Hopkins,

1990). Ambos mecanismos no son excluyentes,  ya que el Fe atln  internalizado por
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endocitosis debe cruzar una membrana para alcanzar el citosol  (Romslo,1980).  La
e

incorporaci6n  apical  podria  constituir  un  elemento  principal  en  la  regulaci6n  de  la

homeostasis    del    Fe,    ya    que    experimentos    con  .,vesfculas    derivadas    de
Eti

microvellosidades  apicales,  muestran  que  estas vesiculas  acumulan  Fe  y ademas

que las vesiculas derivadas  de animales an6micos  presentan  una  mayor actividad

de transporte (Muir y col,  1984).

A nivel intracelular el Fe se encontraria unido principalmente a tres proteinas:

mobilferrina   (Mf)   (Conrad   y   Umbreit,    1993b),   Fn   (Crichton   y   Ward,    1992)   y

.tot         Transferrina plasmatica (Tf) incorporada desde el plasma via receptores de Tf (RTf)

presentes en la membrana basolateral (Parmley y col,1985; Shah y Shin,1994).  La

Mf es una proteina con capacidad de unir Fe,   presente en el citoplasma de c6lulas

de la  mucosa  intestinal  (Conrad y col,1990),  presenta homologia  con  calreticuljna

(Cr) (Conrad y col,1993c),  una proteina de reticulo endoplasmico, que une calcio y

zinc,  que  se  asocia  a  integrinas,  y  es  chaperona  en  el  plegamiento  de  proteinas
•:T

nacientes  (revisado  en  Michalak  y  col,  1992:  Sontheimer  y  col,   1995).     Mf  y  Cr

coinciden,   ademas,   en  su   peso   molecular  (56  `{fDa)   y  en   el   punto  isoel6ctrico

(Conrad y col, 1993c), por lo que es posible que sean protefnas con un alto grado de

homologia pero con una diferente compartimentacj6n celular.

La etapa de transferencia de Fe desde la c6Iula al medio basal es la menos
j

caracterizada.  La  membrana  basolateral  de  los  enterocitos tiene  receptores de  Tf

(RTf) (Diponkar y col,1986;  Hughson y Hopkins,1990;  Parmley y col,1985;  Shah y

Shin,1994),  el sistema Tf/RTf tiene una participaci6n  muy limitada en  la  uni6n  de

Fe  a  nivel  intracelular  (Johnson  y  col,   1983;   Orimo  y  col,   1994)  y  su  principal



funci6n  es  actuar  como  sistema  sensor por  el  cual  estas  c6lulas  determinan  los

niveles de Fe corporal (Nunez y col,  1996).

Un elemento involucrado en la regulaci6n de la absorci6n intestinal de Fe es

HFE,  la  proteina  codificada  por el  gen  de  la  hemocromatosis  hereditaria  (Feder y

col,1996). HFE es una protefna integral de membrana perteneciente a la familia del

complejo  mayor de histocompatibilidad de clase  I.  interactua  con  RTf formando  un

complejo estable disminuye 10 veces la afinidad de RTf por su ligando (Feder y col,

1998; Lebron y col,1998).  Mutaciones en esta proteina producen una desregulaci6n

en la absorci6n intestinal de Fe,   sin embargo se desconoce los mecanismos por los

cuales HFE regula la absorci6n intestinal de Fe.
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Figura 1. Modelo
de absorci6n
intestinal de
hierro i6nico.
Tp:
Transportador de
metales
divalentes.
Tf : Transferrina.
Fn : Ferritina.
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Almacenaje en Fn. EI  almacenaje intracelular es un  punto  crucial  en  el transporte

del Fe, en especial su almacenaj.e en Fn, ya que corresponde a la principal proteina

almacenadora de Fe en casi todas las c6lulas en humanos (Crichton y Ward,1992).

Ademas,  actualmente  se  considera  ai  Fe  contenido  en  Fn  plasmatica  como  la

presente en las heces un buen indicador del estado de balance de Fe en la c6lula

(Skikne y col,1995).

La Fn esta conformada por un total de 24 subunidades, en su estado libre de

Fe  (apoFn)  presenta  un  diametro  de  12-13  nm  y  un  peso  molecular  de  450  kDa.

Estudios in vitro han demostrado que la Fn presenta una alta capacidad de uni6n a

Fe2+  (hasta 4.500 atomos Fe/mol6cula), el cual es oxidado a Fe3+, por una actividad

ferroxidasa presente en la Fn,  previo a ser almacenado como una sal complej.a de

oxihidroxifosfato  (Crichton  y Ward,1992).  EI  proceso  de  uni6n  de  Fe2+  a  la  Fn  es

susceptible de ser bloqueado por Zn2+ (Niereder,1970;  Harrison,1996), ya que este

i6n  se  une  a  la  entrada  de  los  canales  presentes  en  el  olig6mero  de  Fn  (via  de

incorporaci6n del Fe a esta mol6cula).
++

Existen 2  tipos  de  subunidades  de  Fn,  una  de  peso  molecular 22-24  kDa,

denominada tipo H ya que es la subunidad preferencial en la Fn de tejido cardiaco y

otra  de  20-22  kDa,  denominada  tipo  L  (subunidad  preferencial  en  la  Fn  de tej.ido

hepatico),  las cuales presentan un  50-550/o  de homologia de secuencia (Crichton y

Ward,1992).  Determinaciones de la composici6n tej.ido-especlfica de la Fn,  indican

que esta compuesta por diferentes proporciones de subunidades H y L en distintos

tej.idos,   lo  cual  le  otorga  diferentes  propiedades  de  almacenamiento.  Asi  en  el

higado  la  alta  proporci6n  de  subunidades  L  le  otorgan  a  la   Fn  caracteristicas

acidicas y alta capacidad de almacenamiento de Fe (Levi y col,  1994).
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Pese    a    que    la    Fn    es    una    proteina    citos6lica,    es    degradada    en

compartimentos   vesiculados   (Cox   y   col,   1981;   'lancu,   1990).   Existen   ademas

evidencias  de  que  esta  proteina  sufre  autofagia  (Hernandez-Yago  y  col,   1980;

Bridges,1987;  OIIinger y  Roberg,1997  y  como  producto  de  este  proceso  genera

hemosiderina (Andrews y col,1987), proteina de aproximadamente 18 kDa,  la cual,

;n  estado  nativo,   presenta  baja  inmunoreacci6n  con  anticuerpos  antiFn  (Hoy  y

Jacobs,   1981)   y  una  capacidad   de  uni6n   de   Fe  de   hasta  2.000   atomos   de

Fe/mol6cula (Andrews y col, 1987).

Numerosos trabajos han demostrado que el nivel de Fn correlaciona con los

niveles  intracelulares  de  Fe  (Linder y Munro,1977;  Niereder,1970;  Harrison  y  col,

1980) y se ha descrito que la sintesis de Fn es regulada por el contenido intracelular

de Fe (Rouault y col,  1989a; Tang y col, 1992; Klausner y col,  1993).

En   el   modelo   de   absorci6n   intestinal   de   Fe   actualmente   aceptado,   el

transporte de  Fe desde  el  citosol  al  espacio  basolateral  en  los  enterocitos,  estaria

regulado por un pool de Fe labil (Labile Iron  Pool,  LIP),  tambi6n llamado Fe de bajo

peso molecular o Fe transportable (Flanagan,1989).  Este  Fe  labil  coexiste  con  un

alto  nivel  de  Fe  no  disponible  para  transporte  (Fe  de  alto  peso  molecular  o  Fe

almacenado).  La  Fn  es  en  la  mayoria  de  las  c6lulas  del  organismo,  la  principal

proteina almacenadora de Fe (Crichton y Ward,1992), por lo tanto su concentraci6n

citos6Iica podr[a alterar la relaci6n Fe labil:Fe almacenado.

Regu[aci6n de la sintesis de proteinas involucradas en ]a homeostasis del Fe.

Los   niveles   de   Fe   intracelular   son   finamente  ;regulados:   cuando   los   niveles
3

intracelulares de Fe baj.an,  se induce la sintesis del  RTf (Mullner y col,1992),  este

proceso  aumenta  la  incorporaci6n  de  Fe  a  la  c6Iula  por  la  via  de  endocitosis
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basolateral.  Cuando,  por el  contrario,  el  suplemento  de  Fe  satisface  o  excede  las

necesidades,    se  incrementa  la  sintesis  de  Fn  (Rouault y  col,1989a),  con  lo  que

aumenta  la  capacidad  de  almacenamiento  intracelular de  Fe.    Esta  regulaci6n  es

llevada   a   cabo   a   nivel   traduccional   por   una   proteina   citoplasmatica   llamada

"Proteina regulada por Fe" (Iron Regulatory Protein,  IRP) (Klausner y col,1993).   La

IRP se une a un motivo presente en el ARNm del RTf y de Fn denominado elemento

de  respuesta  al  Fe  (Iron  Responsive  Element,  IRE)  (Rouault  y  col,  1989a;  1989b;

Haile y col,  1989).   EI IRE se encuentra en cinco copias en la regi6n 3' no traducida

del ARNm del RTf y en una copia en la regi6n 5' no traducida del ARNm de Fn.   La

uni6n  del  lRP  a  lREs  estabiliza  el  ARNm  del  RTf,  aumentando  su  expresi6n,  en

cambio la uni6n al ARNm de Fn reprime su traducci6n (Mullner y col  1992; Yu y col

1992;  Tang y col,1992).    Se ha descrito  que  lRP  tiene actividad  aconitasa y gran

homologia  estructural  con  la  aconitasa  mitocondrial  (Rouault  y  col,1991).    EI  IRP

tiene un grupo de stllfuro ferroso 4Fe4S en equilibrio con un ordenamiento 3Fe4S

(Rouault y col  1992).   A altas concentraciones de Fe predomina 4Fe4S,  bajo esta

conformaci6n, predomina su actividad aconitasa.   A bajas concentraciones de Fe, el

ordenamiento  mayoritario es el 3Fe4S,  predominando la actividad  lRP  (Haile y col

1992).

De  esta  manera  el  Fe  influiria  sobre  su  propia  homeostasis  a  trav6s  de  la

regulaci6n de proteJnas que participan en su absorci6n.

Influencia  del  Fe  en  el  estado  de  6xido-reducci6n.  Como  se  dijo  antes  el  Fe,

pese  a  ser un  nutriente  esencial,  representa  un  alto  riesgo  de  toxicidad  para  los

sistemas celulares (Wrigglesworth y Baum,  1980).  EI i6n Fe2+ es capaz de activar al

02,   mol6cula  que  bajo  condiciones  normales  es  estable  y  muy  poco  reactiva
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(Wrigglesworth  y  Baum,1980).  La  interacci6n  Fe2+-02,  genera  un  radical  perferrilo

(Fe3+-02-) de muy corta vida media y alta reactividad (Chance y col,1979),  en este

radical  la  mol6cula  de oxfgeno se  encuentra  en  estado  de  super6xido,  el  cual  por

sucesivos procesos reductivos puede generar radicales per6xidos e hidroxilo. A este

tlltimo  tipo  de  radical  libre,  se  le  responsabiliza  de  inciar  a  nivel  celular  procesos

oxidativos que podrian provocar un desbalance en el estado de 6xido-reducci6n   e

incluso la muerte celular (Chance y col, 1979; Clemens y Waller,  1987).

Las c6Iulas  poseen sistemas  que  generan  y  utilizan  radicales  libres  para  la

realizaci6n   de   procesos   tan   importantes   como   la   transferencia   de   electrones

(Boveris  y  Cadenas,   1982;   Forman  y  Boveris,   1982),   reacciones  inmunol6gicas

(Klebanoff,   1975),   sintesis   de   eicosanoides   (Hemler   y      Lands,    1980)      y   la

detoxificaci6n  de xenobi6ticos  (Plaa y Witschi,1976),  entre otras.  La c6Iula cuenta

con mecanismos de defensa, como las mol6culas antioxidantes,  entre las cuales el

glutati6n   reducido   (GSH)   corresponde   al   principal   antioxidante   citos6lico.   GSH

participa en la reducci6n de puentes disdlfuro que confieren actividad a una serie de

proteinas (ej.  Proteinas ferro-sdlfuro)  (lshikawa y col,  1986),  en  el  restablecimjento

de  otros  antioxidantes  a  trav6s  de  su  reducci6n  (ej.  Interacci6n  GSH-vitamina  E)

(Mccay y  col,1989),  en  la  detoxificaci6n  de xenobi6ticos  (Sies  y  col,1980),  en  la

reducci6n  de  per6xidos  organicos  a  trav6s  de  la  glutati6n  peroxidasa  (GSH-Px)

(Ishikawa    y  col,   1986),  esta  reacci6n  oxida  GSH  a  GSSG,  el  cual  es  reducido

nuevamente  a   GSH   por  la  glutati6n   reductasa   (GSSG-Rd),   enzima  que  oxida

NADPH a NADP+ (Chance y col,1979), finalmente el NADPH es reabastecido por el

ciclo de las pentosas fosfato (Chance y col,  1979),  por esto la relaci6n GSH/GSSG

es considerada como indicadora del estado de 6xido-reducci6n celular.  Un segundo
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mecanismo de defensa antioxidante lo constituyen las enzimas antioxidantes,  entre

las   principales   se   encuentran   la   super6xido   dismutasa   (presente   en   citosol,

mitocondrias,   Iisosomas,   peroxisomas  y  ntlcleo   de   c6lulas   humanas),   catalasa

(peroxisomas), glutati6n peroxidasa (citosol y mitocondrias) (Chance y col 1979).

Por   lo   tanto,   cuando   un   estimulo   prooxidante,   como   por   ejemplo   una

sobrecarga de Fe,  provoca un desbalance entre la generaci6n de radicales libres y

su detoxificaci6n,  la c6Iula entra en un proceso degenerativo que puede terminar en

su muerte.  Pero, por otra parte, innumerables trabajos han proporcionado evidencia

de que el estado de 6xido reducci6n celular afecta tambi6n el  metabolismo del  Fe.

Asf,  el Fe3+ debe ser reducido a Fe2+ antes de ser incorporado a la c6lula (Nunez y

col,1994).  EI Fe2+ es oxidado para ser almacenado en Fn y debe ser reducido para

ser  movilizado  desde  esta  proteina  (Thomas  y  col,   1985),   Ia  sintesis  de  Fn  es

inducida por estfes oxidativo (Cairo y col,1995).  En estudios in vitro se ha postulado

que una interacci6n xantina oxidasa-Fn podria dar cuenta de este proceso (Biemond

y  col,   1986).  Ademas,  recientemente  se  ha  descrito  que  diversos  factores  que

alteran  el  estado  de  6xido-reducci6n  pueden  modificar  la  actividad  IRP  (Mullner y

col,1992;  Meneghini,1997) y de esta forma alterar tanto la expresi6n del  receptor

de Tf, como la traducci6n de la Fn.

Relaci6n entre el Fe almacenado en Fn y e[ estado de 6xido-reducci6n.          Si

la Fn participara de la regulaci6n de la relaci6n Fe labil:Fe almacenado,  los factores

que  regulan   el   almacenamiento  en   Fn  tambi6n  podrian  alterar  dicha   relaci6n.

Estudios realizados in vitro indican  que,  para  movilizar el  Fe almacenado en la Fn,

6ste debe  ser previamente  reducido  a  Fe2+,  Io  cual  se  ha  logrado  con  reductores

como  el  citrato  o  quelantes  de  Fe  (Thomas  y  col,1985).  Este  punto  presenta  un
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intetes  particular,  ya  que  se  ha  descrito  que  una  fuerte  alteraci6n  del  estado  de

6xido-reducci6n puede estimular la movilizaci6n de Fe almacenado (Biemond y col,

1986),  aumentando  la proporci6n  del  Fez+  labil y a  su  vez,  el  aumento  del  Fe  labil

puede  alterar  e'I`  estado  de  6xido-reducci6n  celular  (Wrigglesworth  y  Ballm,  1980),

debido a las caracterrsticas prooxidantes del i6n Fe2+, el cual es considerado t6xico

a nivel celular.

C6lu[as  Caco-2  como  modelo  de  epitelio  intesl:inal,  Como  se  dijo  antes,  para

esclarecer los mecanismos que regulan la absorci6n intestinal de Fe, se requiere de

un  modelo celular que permita estudiar los aspectos  moleculares de su transporte
a,

transepitelial, sin i,riterferencias derivadas de la heterogeneidad de los tejidos.

Recientemente,  se ha utilizado la linea celular Caco-2 como modelo para el estudio

de  la  absorci6n  de  Fe  por  el  epitelio  intestinal  (Alvarez-Hernandez,y  col,1991).

Estas  c6Iulas  son  derivadas  de  un  cancer  de  colon,    presentan  inhibici6n  de  la

proliferaci6n por contacto seguido por un proceso de diferenciaci6n de 12 a  14 dias\

en los que forman monocapas celulares,  desarrollan uniones estrechas y polaridad

apical/basolateral.  Presentan  un fenotipo  de  epitelio  intestinal  fetal,  expresando  el

transportador  de   glucosa   (Glut-5),   presente   en   epitelio   de   intestino   delgado   y

ausente .en  c6lulas  de  intestino  grueso  y  no  expresari  Glut4,  marcador de  colon

(Hidalgo y col,1989). Al ser crecidas en insertos bicamerales, conforman un sistema

que posee ventajas notables para el estudio del transporte transepitelial respecto a

los sistemas tradicionales, ya que no presentan interferencja de tejidos intersticia]es

ni  musculares.  A diferencia de  las  c6Iulas  del  epitelio  intestinal,  las  c6Iulas  Caco-2

en cultivo son homog6neas en edad y contenido de Fe.
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Estudios  de  absorci6n  de  Fe  realizados  en  c6Iulas  Caco-2.   Los  estudios

realizados  utilizando  esta  linea  celular,  han  corroborado  que  corresponde  a  un

exce[ente   modelo   de   c6Iulas   epiteliales   intestinales.   Asi,   Tapia   y   col   (1996),

mostraron  que  mediante  un  protocolo  simple  se  puede  obtener  c6Iulas  Caco-2

equilibradas  con  distintas  concentraciones  intracelulares  de  Fe  ([Fe]i).  Ademas  al

.   cultivar  estas  c6lulas  en  insertos  bicamerales,  regulan  tanto  la  captaci6n  de  Fe

adicionado  al  espacio  apical  (Figura  2),   como  el  flujo  transepitelial  de  este  i6n

respecto a la [Fe]i (Figura 3).



Figura 2. Regulaci6n de la
incorporaci6n de Fe respecto a
la [Fe]i.
C6lulas Caco-2 cultivadas en
insertos bicamerales, regulan la
incorporaci6n de Fe de flujo
respecto su [Fe]| (Arredondo y col,
1997). Resultados presentados
como pmoles de Fe incorporados
por hr en insertos de 6,5 mm de
diametro.

100                200                300

Fe intracelular, u M
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Figura 3. Regulaci6n del flujo
de Fe al espacio basolateral,
respecto a la [Fe]i.
C6Iulas Caco-2 cultivadas en
insertos bicamerales, regulan el
flujo de Fe al espacio basolateral
respecto su [Fe]i (Arredondo y col,
1997). Resultados presentados
como pmoles de Fe transportados
al basolateral por hr en insertos de
6,5 mm de diametro.

100                   200                   300

Fe  intracelular,  iJ M
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Posteriormente,   se  ha  demostrado  tambi6n  que  en  este  modelo  celular     los

niveles de  proteinas  que participan  del flui.o  y  el  almacenamiento  Fe  (RTf y  Fn),

responden a la [Fe]|  (Arredondo y col,1997),  caracteristicas que tambi6n han sido

descritas  para  los  enterocitos.  Finalmente,  se  han  proporcionado  evidencias  de

que  los  niveles  de  RTf y  Fn  son  mediados  por  una  actividad  IRP,  presente  en

estas c6lulas,  la cual tambi6n responde a la [Fe]i  (Arredondo y col,1997).
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NATURALEZA DEL PROBLEMA

EI  modelo  de  absorci6n  intestinal  de  Fe  actualmente  aceptado,  propone

que el LIP celular controla la sintesis de proteinas involucradas en la absorci6n de

Fe   (Flanagan,   1989).   Cuando   las   c6lulas   presentan   un   LIP   alto  aumenta   la

sintesis de Fn y   disminuye la de RTf (Tapia y col,1996),  en un proceso mediado

posiblemente  por  el  sistema  IRP/IRE  (Arredondo  y  col,   1997).  Por  lo  tanto,    al

aumentar e[  LIP  las  c6lulas  intestinales   disminuirian  la  absorci6n y aumentarian

su  capacidad de  retener Fe  (por aumento  del  nivel  de  Fn).  Sin  embargo,  se  ha

descrito que los  enterocitos en estadd de anemia absorben gran  cantidad de  Fe

en  el  flujo  vectorial  lumen  plasma,  pero  tambi6n  retienen  gran  cantidad  del  Fe

absorbido  (Johnson  y  col,1983;  Fairveather-Tait y  col,1985),  de  esta forma  el

enterocito adapta su [Fe]| de manera tal que de cuenta del Fe que el organismo ha

incorporado.   Lo antes descrito permite preguntarse:

I  6Por qu6  c6lulas  con  mayor contenido  de  Fn,  presentan  menor  retenci6n  de

Fe?.                                                                                                                                                  !

I  La   capacidad   de   uni6n   de   Fe   que   presenta   Fn,   dpuede   influir  sobre   el

establecimiento del LIP?.

I  La capacidad de uni6n de Fe que presenta Fn,  6puede influir sobre el destino

del Fe reci6n incorporado, desviandolo hacia el almacenamiento?.

I  Al movilizar el  Fe contenido en Fn,  6aumentaria el  LIP   o seria transportado al

plasma?
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Para  responder a  las  preguntas  anteriores,  se  plante6  la  siguiente  hip6tesis  de

trabaj.o:   "En c6lulas del epitelio intestinal, Ia Fn regula la absorci6n de Fe al

determinar,  por uni6n  de[  Fe recientemente incorporado,  [os  nive[es  de Fe

transportable al espacio intersticial"

Como hip6tesis alternativa se propone que:  "Otras  protefnas determinan

e[ nivel de Fe transportable. La Fn actda como un elemento pasivo, uniendo

el  Fe incorporado  desde  el  ]umen  del  intestino que  no fue transportado al

espacio intersticial"

OBJETIVOS

Para  determinar  la  validez  de  la  hip6tesis  planteada  se  propone  como  objetivo

general "Determinar,  utilizando el sistema de c6lulas Caco-2  cultivadas  en  insertos
i

bicamerales,   si   el   nivel   intracelular   de   Fn   regula   la   velocidad   de   transporte

transepitelial,   modificando  la  relaci6n  Fe  labil:   Fe  almacenado  o  generando  un

compartimento intracelular de flujo lento para este i6n".  Para lo cual se propuso los

siguientes objetivos especificos:

Objetivo espec[fico 1. Determinar si el nivel intracelular de Fn regula la relaci6n Fe

labil:Fe   almacenado,   modificando   de   esta   manera   la   velocidad   de   transporte

transepitelial del i6n.
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Se estudiafa  si  la  Fn cumple  en este  sistema  celular su  clasico  papel  de  principal

proteina  almacenadora  de  Fe,  determinando  el  Fe  contenido .en  Fn  a  diferentes

[Fe]i. Se relacionara el grado de saturaci6n de Fn con la absorci6n de Fe.

Objetivo  especifico  2.  Determinar  si  la  Fn  conforma  un  compartimento  de  flujo

lento   de   Fe   respecto   a   las   demas   proteinas   involucradas   en   su   transporte

transepitelial.

Se  determinafa   la   incorporaci6n   de  Fe  de  flujo  a   Fn   en   c6lulas  cultivadas  a

diferentes [Fe]i, se estimafa si la Fn constituye un compartimento de flujo lento para

el i6n.  Posteriormente, se intentafa bloquear funcionalmente la Fn y se determinara

si este proceso altera la absorci6n del Fe.

Objetivo   especifico   3.   Determinar   si   el   estado   de   6xido-reducci6n   celular

contribuye en el establecimiento de la relaci6n  Fe  labil:Fe almacenado  movilizando

Fe almacenado en Fn o inhibiendo el almacenaje.

Se determinara el estado de 6xido-r6ducci6n de c6lulas cultivadas a diferentes [Fe]i

y   se   correlacionara   a   la   absorci6n   de   Fe   presentada   por   estas   c6lulas.

Posteriormente,  se inducira un desbalance oxidativo y se estudiara si este proceso

moviliza Fe contenido en Fn y/o altera la absorci6n de este i6n.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1  Materiales

2.1.1  Reactivos

Sigma-Aldrich co.  :    Tris,   PBS   Dulbecco,   DMEM,   aminoacidos   no   esenciales,

penicilina/estreptomicina,        fungizona,        NP40,        MOPS,

ditiotreitol,   tripsina,   P-mercaptoetanol,   chelex   100,   EDTA,

azul   de   tripan,   estandares   de   peso   molecular,   HEPES,

PMSF,   leupeptina,   aprotinina,   pepstatina  A,   citocromo   C,

nicotinamida,    ahtimicina    A1,    acido    asc6rbico,    sefarosa

activada  por  BrcN,  proteina  A,  BSA,  medio  lscove's,  SBF,

OPDD, acido 86rico,  PPO,  POPOP y Fn humana.

Merck :

Bio-Rad :

Nacl,   Kcl,   NaoH,   HCI,   Na2HP04,   K3P04,   Znc12,   Mgc12,

NaHC03,     NacN,     glicina,     metanol,     tween-20,     glicerol,

acrilamida,  bis-acrilamida,  acido ac6tico,  alcohol isopropilico,

etanol,     KH2P04,     K2HP04,     H202,H2S04,     Fec13.6H20    y

Arcopal.

SDS, azul de bromofenol, persulfato de amonio, TEMED.
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NEN:

AMERSHAM :

59Fec|3,  55Fec13.

35S-metionina,  peliculas  fotograficas  Hyperfilm  ECL  y  MPL,

Reactivo Amplify,  kit luminiscencia western blot.

2.1.2 Equipos

1 ) Espectrofot6metro   UV-VIS,  Perkin Elmer 559.

2)   Contador Gamma,  Cobra 11,  Packard.

3) Contador de centelleo liquido Tri-Carb 2100TR.

4) Lector de placas Metertech 960.

5) Medidor Volt-Ohm epitelial, World Precision Instruments.

6) Incubador C02-Water Jacketed, Auto Flow, Nuaire.

7) MiniGel  Bio Rad,  Mini Proteans.

8) Bio-Rad Trans-blot.

9) Secador de geles Gel Dryer, Modelo 583,  Bio Rad.

10) Campana de fluj.o laminar,  Nuaire,  UN-201-430.

11 ) Centrifuga Beckman J2-21.

12) Microcentrlfuga Eppendorf,  SIGMA ISS-112

13) Ultracentrifuga Sorvall Combi OTD.

2.1.3 Material de Cultivo

1 ) lnsertos bicamerales Transwells, con membrana de policarbonato, tamafio de

poro de 0,4 urn, 6,5 (Costar 3413) y 24 mm de diametro (Costar 3412).

2)   lnsertos bicamerales Transwell-clear, con membrana de poli6ster, tamafio de

poro de 0,4 Llm, 6,5 mm de diametro (Costar 3470).



3)   Frascos de cultivo de 40 ml, area de crecimiento 25 cm2,  Costar (3025).

4)   Placas de cultivo de 6 pocillos, 35 mm de diametro,  (Costar 3406).

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

6)   Tubos plasticos est6riles Costar,15 ml (3316) y 50 ml (3317).

7)   Pipetas est6riles Costar,1  ml (4011 ), 2 ml (4021),  5 ml (4050),10 ml (4101).

8)   Unidades de filtraci6n desechables, tamafio de poro 0,2 urn,  Costar, 500 ml

(8344) y 1.000 ml (8354).

9)   Botellas para medio de cultivo autoclavables,  Costar, 500 ml (8393) y  1.000

ml (8396).

10)  Placas de Elisa,  Nunc lnc.

2.1.4   Material Biol6gico
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2.1.4.1 C6Iulas Caco-2 y cultivo celular

La linea celular Caco-2  se obtuvo de la American Type  Culture Collection (#HTB
?

37,  Rockville,  MD).  Estas  c6lulas  pueden  cultivarse tanto  en  botellas  de  plastico

como en insertos bicamerales (Costar,  Cambridge,  MA).   AI  cultivarse en insertos

(membranas  microporosas embebidas  en  insertos  microplatos),  exponen  su  polo

apical  al  compartimento  superior    el  polo  basolateral  al  inferior,   permitiendo  el

estudio  de  funciones  celulares  polarizadas  y  secreci6n  vectorial  de  proteinas

(Figura  4).  Las  c6lulas  Caco-2 fueron  mantenidas  en  DMEM,  mas  SBF  al  10%,

100.000   unidades   internacionales/I   de   penicilina/estreptomicina,   fungizona   25

mg/ml y aminoacidos no esenciales.   Se sembraron 5 x 105 c6lulas por botellas de

25  ml  61,5  x  106  c6lulas  por  botellas  de  75  ml.    Se  crecieron  por  7  dias  con
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cambios   peri6dicos   de   medio   a   37°C,   5%   de   C02     (lncubador   C02-Water

Jacketed,   Auto   Flow,   Nuaire).      Durante   este  perrodo   las   c6lulas   alcanzaron

confluencia,  obteni6ndose entre 4 y 5 millones de c6lulas por botellas de 25 ml  y

entre  10 y 12 millones de c6lulas por botellas  de 75  ml.   Luego  las c6Iulas fueron

tripsinizadas y resembradas en iguales condiciones.

2.1.4.2 Anticuerpos

Los   anticuerpos   policlonales   antiFn   humana   y   antiFn   humana   conjugada   a

peroxidasa  de  fabano fueron  obtenidos  de  DAKO  (Carpinteria,  CA);  anticuerpos

policlonales anticr humana fueron obtenidos de Affinity Bioreagents (Golden,  CO);

anticuerpos  policlonales antiTf humana desarrollado  en  cohej.o,  fueron  obtenidos

de  Calbiochem  (La  Jolla,  CA);  AntilRP  humana  fueron  desarrollados  por  BIOS

Chile,   SA;   antiRTf     humano  obtenido  de  hibridoma  OKT9  (ATCC   CRL-8021);

antilgG   de   conejo   conjugado   a   peroxidasa   de   fabano   y   antilgG   de   rat6n

conjugado a peroxidasa de rabano fueron obtenidos de Amersham,  Life Science.
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Figura 4. Esquema de[
sistema de cultivo en
insertos bicamerales.
C6lulas Caco-2 son
cultivadas a confluencia
por 2 semanas en
`insertos bicamerales.  En
este sistema las c6lulas
crecen en forma de
monocapa polarizada,
desarrollando polos
apicales y basolaterales.
La formaci6n de la
monocapa puede ser
medida determinando la
RET.

Monocapa
celular
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2.2     M6todos

2.2.1   Preparaci6n de  SBFbajo en Fe

EI suero de bovino fetal (SBF) baj.o en hierro, fue preparado como fue descrito por

Alvarez-Hernandez y col. (1991 ).  Brevemente,  se incub6 un litro de SBF con 300 g

de  chelex  100  a  pH  4,5  (aj.ustado  con  Hcl)  durante  2  horas  a  4°C  y  agitaci6n

constante.  Luego se ajust6 el  pH  a 7,4 con  NaoH  y se incub6 durante toda un.a

noche a 4°C con agitaci6n leve,  en presencia del  chelex.  Se esteriliz6 filtrando el

SBF   por  una  membrana   Millipore  0,45  Hm   y   luego   por  Millipore   0,2   Ltm.   La

concentraci6n de Fe medida en el suero fue menor a 0,4 LtM.

2.2.2   0btenci6n de c6Iulas Caco-2 con distinta [Fe]i

Se realiz6 como fue descrito por Tapia y col (1996).  Brevemente,  se sembraron a

una  densidad  de    5  x  105  c6Iulas  Caco-2  /  botella  de  25  ml  en  medio  lscove,

modificado  por  Dulbecco  sin  Fe  agregado,  suplementado  con  10%  SBF  bajo  en

Fe  y  con  distintas  concentraciones  de  55Fe-NTA  (relaci6n  molar  1:2,2),   en  un

rango   entre   0   y   10   uM   de   Fe.       Despu6s   de   2   pasajes   (proliferaci6n   a

aproximadamente 2 x 106 c6lulas/botella/pasaj.e), las c6lulas fueron sembradas en

insertos bicamerales de 6,5 6 24 mm de diametro (tamafio de poro: 0,4 Hm) a una

densidad de 2  x 105  610 x 106 c6Iulas/inserto respectivamente y se crecieron por

14 dias,  con cambios peri6dicos de medio de igual  composici6n  determinando la

RET con un Volt-Ohmetro  EVOM (World  Precision  Instruments,  Sarasota,  FI).  Se

utiliz6 los insertos que estabilizaron su RET a aproximadamente 800. Ohm x cm2.

Para  determinar  la  [Fe]i  de  estas  c6Iulas,   se  cort6  los  filtros  de  los  insertos
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(conteniendo   c6lulas   cultivadas   a   diferentes   concentraciones   de   Fe)   y   se

determin6 su contenido de 55Fe (Contador de centelleo liquido Tri-Carb 2100TR),

frente a una curva estandar de 55Fe. Para las c6Iulas cultivadas en insertos de 6,5

mm  el  volumen  celular fue estimado en  1  ul,  en tanto para  las  c6lulas  cultivadas

en insertos de 24 mm el volumen celular fue estimado en 13,6 ul.

2.2.3   0btenci6n de extractos celLI[ares

Celulas   Caco-2,   cultivadas   en   insertos   bicamerales  a   diferentes   [Fe]|,   fueron

lisadas incubandolas por 15 min  (con agitaciones ocasionales de 20 s) con 50 HI

por  106  c6Iulas  de  soluci6n  amortiguadora  SM-saponina  (saponina  0,05  %  en

soluci6n  SM:  Sacarosa  0,25  M;  MOPS  10  mM  pH  7,4;  Mgc12  3  mM;  glicerol  5%;

DTT  1   mM    e  inhibidores  de  proteasas  pepstatina  A  0,7  mg/ml;  aprotinina  0,5

mg/ml;  leupeptina 10 mg/ml;  PMSF 1  mM).  Luego se centrifugaron a 2500 X g por

5  min,  se  obtuvo  asi  sobrenadantes  con  bajo  contenido  de  componentes  de

organel6s  (ver  Tabla  1),  los  que  se  almacenaron  a  -70  °C  para  los  estudios

posteriores.  Para  la  obtenci6n  de extractos  celulares  totales  se .realiz6  el  mismo

procedimiento   utilizando   soluci6n   amortiguadora   SM-Np40   (Np40   0,05   °/o   en

soluci6n SM), como fue descrito por Arredondo y col (1997).
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Actividad enzimatica detectada SM-saponina (E) SM-Np40 (E)
LDH 6,25 ± 0,833 7,13 ± 0,87
NADPH cit c reductasa 0,0089 ± 0,0007 4,53 ± 0,71
Cit c Oxidasa 0,0073 ± 0,0008 5,01  ± 0,64
Fosfatasa acida 0,045 ± 0,092 6,89 ± 1,13
sialil transferasa 0,053 ± 0,081 6,03 ± 1,04

Tabla     1.     Enriquecimiento     de     actividades     enzimaticas
marcadoras de citosol y organelos en extractos celulares.
Las actividades fueron determinadas como fue descrito  por Leighton
y  col  (1964)  y son  expresadas  como  enriquecimiento  (E  = Actividad
especifica       en       extracto/actividad        especifica        en        celulas
permeabilizadas).

2.2.4   Determinaci6n de Fn por ensayo de ELISA

Los niveles de Fn fueron determinados utilizando la metodologia de enzyme-linked

immunosorbent  assay  (ELISA)  tipo  sandwich,     descrita  por  Engrall   y  Perlman

(1971).  Brevemente,  placas  de  ELISA  de  96 'pocillos  fueron  incubadas  toda  la

noche a temperatura  ambiente (o  3  h  a  37  °C)  con  100  LII  por pocillo anticuerpo

antiFn  humana 0,2  Hg/ml,  en  soluci6n  amortiguadora  carbonato  de  sodio  50 mM

pH  9,6.    Se  descart6  la  soluci6n  y  se  lav6  la  placa  por tres  veces  con  soluci6n

amortiguadora PBS-T (Tween 0,05%  en soluci6n PBS:  Nacl 0,15 M,  Cac121  mM,

Mgc121  mM,  Na2HP045 mM,  pH 7,4) y se bloque6 la placa con 200 uL por pocillo
\

de soluci6n de bloqueo  ELISA por 2  h  a  37  °C.  Posteriormente,  se  lav6  la  placa

por tres veces con soluci6n amortiguadora PBS-T y se adicion6 muestra (ya sea

extractos  de  celulas  Caco-2  cultivadas  a  distintas  concentraciones  de  Fe,  o  las

distintas  fracciones  de  las  gradientes  de  sacarosa  o  de  la  inmunoprecipitaci6n)

diluidas en PBS-T a  100 ul y se incub61  h a 37 °C.. Se descart6 la soluci6n y se

lav6  la  placa  por  tres  veces  con  soluci6n  amortiguadora   PBS-T,   se  adicion6
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anticuerpo  antiFn  conjugado  a  peroxidasa  de  rabano   (100   LIl   por  posillo),   en

diluci6n    1  :20.000    en    leche   descremada    preparada    al    5    %    en    soluci6n

amortiguadora PBS-T y se incub6 1  h a 37 °C. Se descart6 Ia soluci6n y se lav6 la

placa por tres veces con  soluci6n amortiguadora  PBS-T y se adicion6100  uL de

soluci6n sustrato de peroxidasa (0,25 mg/ml OPDD; 250 ppm de H202 (30 vol.) en

soluci6n  fosfato-cftrico:  Na2HP04  x  2H20102  mM,  acido  citrico  48  mM)  por  30

min,  a temperatura ambiente en oscuridad.   La reacci6n se detuvo agregando 50

HL  por pocillo  de  H2S04 25%  (v/v).    Se  ley6  la  densidad  6ptica  a 492  nm  en  un

lector de placas, Metertech 960, frente a curva estandar de Fn (0,078-10 ng).

2.2.5     Uni6n de proteina A a BrcN-sefarosa

Se lav6 e hidrat61  gr de sefarosa activada con bromuro de cian6geno por 15 min

en un filtro de vidrio con 200 ml de Hcl  1  mM.   Se disolvi6 10 mg de proteina A en

5 ml de soluci6n amortiguadora pH 8,0 (0,1  M  NaHC03,  0,5 M  Nacl).   Se mezcl6

esta  soluci6n  con  la  sefarosa  previamente  filtrada,  y  se  agit6  suavemente  con

inversi6n por 2 horas a temperatura ambiente.   Se lav6 el material no unido con la

soluci6n  amortiguadora  pH  8,0  y  luego  se  reaccion6  cualquier  remanente  de

grupo  activo  con  butilamina  1  M  pH  8,0  durante toda  la  noche.    Se  realizaron  3

ciclos   de   lavado,    para   remover   las   proteinas   unidas   no   covalentemente,

consistentes  en  un  lavado  con  una  soluci6n  pH  4,0  (acetato  0,1   M,  NacI  1   M)

seguido   por  un   lavado  con   una  soluci6n  pH   8,0   (borato  0,1   M,   Nacl   1   M).

Finalmente se resuspendi6 en PBS y se le adicion6 azida de sodio al 0,02 %.   AI

momento de usar se lav6 3 veces con soluci6n amortiguadora Tris 1  M pH 8,0.
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2.2.6     Determinaci6n del contenido de Fe en Fn

Se realiz6 por inmunoprecipitaci6n de  Fn y determinaci6n  del  Fe  que  coprecipita

en  el  proceso.  Los  extractos  celulares,  provenientes  de  c6lulas  equilibradas  a

diferentes [Fe]i, fueron inmunoprecipitados utilizando anticuerpo policlonal contra Fn

humana,  acoplado  a  sefarosa  activada  por  BrcN  siguiendo  las  instrucciones  del

fabricante.   Los  extractos  celulares  fueron  incubados  por  1   h.   a  37   °C,   con  el

anticuerpo acoplado a sefarosa,  en soluci6n BSA 0,1  % en  PBS-T y posteriormente

centrifugados  5   min  a   1.000  x  g.   Luego  de  5  ciclos  de  lavado  con   PBS-T  y

precipitaci6n,  se  determin6  el  contenido  de  Fn  en  el  precipitado  por  ensayo  de

ELISA y de 55Fe,  como fue descrito anteriormente.  Se compar6 el contenido de Fe

en Fn,   con el nivel de Fe contenido en proteina, precipitando los extractos celulares

con   TCA   al   10   °/o   final   y   determinando   el   55Fe   que   coprecipita   bajo   estas

condiciones.

2.2.7   Fraccionamiento subcelular  en gradientes continuos de sacarosa

Fue  realizado  como  fue  descrito  por  Leigthon  y  col   (1968).   Brevemente,   los

extractos  celulares,   obtenidos  con   SM-saponina,   fueron   cargados  al  tope  de

gradientes  continuos de  sacarosa  (20-60  %  p/p  en  50  mM  MOPS-Na,  pH  7,5)  y

centrifugados a  100.000 x g  por  1,5 h en una  ultracentrl'fuga  Sorvall  Combi  OTD

con  un  rotor AH-650. Al  cabo de este tiempo,  los  gradientes fueron fraccionados

manualmente desde la superficie al fondo,  en alicuotas de 100 ul,  a las cuales se

les determin6 contenido de  Fe,  niveles de  Fn y Fe almacenado  en  Fn  como fue

descrito antes,  actividad de enzimas marcadoras de citosol y organelos,  como se

describe a continuaci6n.
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2.2.8   Determinaci6n de actividades de enzimas marcadoras de organe]os

Se  determin6  actividad  LDH   como   marcador  de  citosol,   NADPH   citocromo  c

reductasa  insensible  a  antimicina  Ai  (retfculo  endoplasmico),  citocromo  oxidasa

(mitocondrias),  fosfatasa  acida  (Iisosomas)  como fue  descrito  por  Leighton  y  col

(1968) y actividad sialil transferasa como fue descrito por Deutscher y col (1983).

2.2.9     Electroforesis bajo condiciones no denaturantes

A alicuotas de las fracciones de gradientes o de extractos celulares se les agreg6

soluci6n de muestra (125  mM tris,  5%  glicerol,  0,003%  azul  de bromofenol,  a pH

6,8).  Luego se cargaron en  un gel  de  poiiacrilamida  al  5  %,  de  Mini-PROTEAN  11

Electrophoresis Cell (Bio-Rad). El gel se corri6 a 100 Volts durante 3 horas en una

soluci6n de corrida (192 mM glicina, 25 mM tris,  a pH 8,3).

2.2.10   Electroforesis bajo condiciones denaturantes
I

A alicuotas de las fracciones de gradientes o de extractos celulares se les agreg6

soluci6n  de  muestra  (125  mM  tris,  2%  SDS,1%  P-mercaptoetanol,  5%  glicerol,

0,003%  azul  de  bromofenol,  a  pH  6,8)  y  fueron  hervidas  por  5  min.  Luego  se

cargaron  en  un  gel  de  poliacrilamida-SDS  al  8  %  6  al  10%  (Laemmli,1970),  de

Mini-PROTEAN   11   Electrophoresis   Cell   (Bio-Rad).   Como   estandares   de   peso

molecular,  se  usaron  marcadores  de  pesos  moleculares  altos  (Sigma  Markers,

Sigma).  EI  gel  se corri6 a  100 Volts  durante  3  horas  en  una  soluci6n  de  corrida

(192 mM glicina, 25 mM tris,  0,1 % SDS,  a pH 8,3).
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2.2.11   Autoradiograffa

Alicuotas de extractos celulares o de fracciones de gradientes fueron cargadas en

geles  no  denaturantes  y  luego  de  ser  separadas  por  electroforesis,  los  geles

fueron  embebidos  en  soluci6n  quimioluminiscente  (Amplify,  Amersham)  por  30

min.  Finalmente,  se realiz6 una autoradiografia durante 72 horas con una pelicula

radiogfafica (Hyperfilm MP, Amersham).

2.2.12   Detecci6n  de  Fn  mediante  t6cnica  de  inmunodetecci6n  (Western
blot)

La  Fn fue detectada mediante inmunodetecci6n tipo Western  (Towbin  y  Gordon,

1984).   Las   protefnas   migradas   en   geles   (en   condiciones   denaturantes  o   no

denaturantes), fueron electrotransferidas a membrana de nitrocelulosa en soluci6n

de  electrotransferencia  (Glicina  0,2  M,  Tris  25  mM  pH  8,3,  metanol  20%,  SDS

0,01%),   en   un   Mini  Trams-Blot   Electrophoretic  Transfer   Cell   (Bio-Rad)   a   300

mAmp  por  1  hr (Gershoni y Palade,1982).   Una vez transferida  las  proteinas,  Ia

membrana fue incubada con glutaraldehido al 0,2 %   en soluci6n TBS  (NacI  150

mM, Tris-Hcl 10 mM   pH 7,5) por 45 min y posteriormente en soluci6n de bloqueo

de electrotransferencia (leche descremada 5 %, .en soluci6n TBS-T: Tween 20 0,2

% en soluci6n amortiguadora TBS),  durante la noche a 4°C.   Luego la membrana

fue lavada 3 veces por 10 min cada lavado,  con TBS-T e incubada con anticuerpo

antiFn   conjugado   a   peroxidasa   de   rabano,   diluido   1:10.000   en   soluci6n   de

bloqueo  de electrotransferencia  por  1,5  horas  a 37°C.    Finalmente  la  membrana

\qse   lav6   3   veces   con   TBS-T   e   incub6   con   la   soluci6n   sustrato   del   kit   de

quimioluminiscencia (Western blot Chemioluminiscence  Reagent Plus  NENTM Life
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Science Products) en oscuridad y luego fue expuesta por 5 minutos a una pelicula

fotografica  (Fuji  Medical X-ray Film).    Para  el  revelado y fijaci6n  de  la  pelicula  se

usaron  soluciones comerciales (revelador radiografico G150 y fij.ador radiografico

G334,  AGFA).    La  membrana fue  posteriormente  tefiida  con  soluci6n  de  Amido

BIack (Amido black 0,1  %,  isopropanbl 25 0/o,  acido  ac6tico  10  %)  y destefiida en

soluci6n isopropanol 25 %, acido ac6tico 10 %,  por 30 min.
I

2.2.13     Preparaci6n de apoFn

La  apoFn fue preparada  a  partir de  un  estandar de  Fn  humana  (Sigma-Aldrich),

utilizando la metodologia descrita por Harrison y col  (1980).100 ng de  Fn,  fueron

dializados   contra   una   soluci6n   reductora   (acetato   de   sodio   10   mM,pH   4,5;

conteniendo  ditionito de  sodio 50  mM),  por 5  hr a 4  °C  con  agitaci6n  constante.

Luego  de  2  cambios  de  soluci6n  reductora,   la  apoFn  asf  obtenida  se  dializ6

extensivamente contra soluci6n SM.

2.2.14     Preparaci6n de holoFn

La holoFn fue preparada a partir de apoFn,  utilizando la metodologia descrita por

Harrison  y col  (1980).  50  ng  de  apoFn,  fueron  incubados  con  Fez+-ascorbato  50

uM  en  presencia  de  Na2S203  50mM  en  soluci6n  SM,   por  2  hr  a  37  °C  con

agitaci6n  constante.   La  holoFn  asi  obtenida  se  dializ6  extensivamente  contra

soluci6n SM.
f

2.2.15   Inmunolocalizacion utilizando microscopia con focal

Se cultiv6 c6lulas Caco-2, en insertos bicamerales transparentes (Transwell clear,

Costar) a una [Fe]i de 270 LiM,  como fue descrito antes.  A los  14 dias de cultivo,
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las   c6lulas   fueron   permeabilizadas,   con   soluci6n   SM-saponina   por   10   min,

lavadas  por tres  veces  con  soluci6n  SM  y fijadas  con  paraformaldehido  al  2  %

(este tratamiento  elimina  la fracci6n  de  Fn  que  se  encuentra  [ibre  en  el  citosol).

Posteriormente,   Ias   c6Iulas  fueron   permeabilizadas   con   soluci6n   SM-Np40   e

inmunoreaccionadas   con   anticuerpo   antiFn   desarrollado   en   conejo   (diluci6n

1:1.000,  en  soluci6n  PBS-T  con  BSA   al  0,1  %),  por  1  h  a  37  °C  y  se  realiz6  5

Iavados  con  soluci6n  PBS-T.  Luego  las  c6Iulas fueron  incubadas  con  anticuerpo

anti   lgG   de  conej6   (fracci6n   lgG)   conjugado   con   RITC   (diluci6n   1:5.000,   en

soluci6n  PBS-T con  BSA   al  0,1  %),  por  1  h  a  37  °C  y se realiz6  5  Iavados  con

soluci6n  PBS-T.  Finalmente se detect6 la fluorescencia asociada a  la   Fn,  en  un

microscopio confocal, en cortes 6pticos de 2 urn.

2.2.16   Determinaci6n de tit2 de Fn
3'

C6Iulas  Cac6-2  cultivadas  en  insertos  bicamerales  (24  mm  de  diametro)  con

diferentes     [Fe]|          como     fue     descrito     anteriormente,     fueron     marcadas

metab6licamente  con 35S-metionina,  en  medio  DMEM  Iibre  de  metionina.  Luego,

las  c6lulas fueron  lavadas  con  medio  DMEM  Iibre  de  metionina  y  cistefna  por 5

veces e incubadas  por diferentes tiempos  (1,,  3,18,  24,  48 y 72  h)  con  el  mismo

medio  al  que  se  le adicion6  metionina fria.  Se  obtuvo  extractos  celulares  totales

(como  fue   descrito)   y   se   determin6   la   radiactividad   de   35S   presente   en   Fn

(Contador  de  centelleo  liquido  Tri-Carb  2100TR).   De  la  relaci6n  35S/ng  de  Fn

respecto al tiempo se determin6 la ti;2 de la Fn.
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2.2.17   Electroeluci6n de proteinas provenientes de geles  no denaturantes

Se carg6 extractos celulares obtenidos de c6Iulas a las que se les habia sometido

a un pulso con 59Fe (como fue descrito antes),  en geles no denaturantes al 5 %.

Luego  de someterlos  a electroforesis,  se determin6  la  radioactividad  asociada al

gel  y  se  cort6  las  bandas  que  presentaban  alta  radioactividad  de  59Fe.   Estos

segmentos fueron  puestos en bolsas de dialisis con  soluci6n Tris-acetato 50  mM

pH 7,4;  tioglicolato de Na 0,5 mM y se electroeluyeron  con  la misma  soluci6n en

una camara vertical a 75 rnA por 1  hora a 4°C.   EI electroeluido se dializ6 durante4
+`

I

la noche a 4°C con 2 cambios contra 11 de NaHC03 0,1  M;  SDS 0,001 %.

2.2.18   ]nmunodetecci6n  de  otras  proteinas  involucradas  en  la  absorci6n
intestinal de Fe

Se realiz6 segtln  la  metodologia `Western"  descrita por Towbin y  Gordon  (1984),

utilizando    anticuerpos policlonales    especificos    para    cada    proteina,    antiRTf

obtenido  del  hibridoma  OKT9;  y  los  anticuerpos  desarrollados  en  conejo;  anticr,

anti Tf  y anti  lRP.

En  el   caso  de  las  membranas  que  fueron  incubadas  con  anticuerpos

provenientes  de  hibridomas,  se  utiliz6  como  segundo  anticuerpo  un  anti  lgG  de

rat6n   conjugado   a   peroxidasa   de   rabano.   Para   las   membranas   que   fueron

in?ubadas  con  anticuerpos  provenientes  de  conejos  se  utiliz6  como  segundo

anticuerpo   un  anti   lgG   de  conej.o  conjugado   a   peroxidasa  de  rabano.      Las

condiciones  de  exposici6n  y  revelado  fueron  similares  a  las  descritas  para  la

inmunodetecci6n de Fn.
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2.2.19   Determinaci6n de la absorci6n de Fe respecto a la [Fe]i

Se  realiz6  como  fue  descrito  por  Tapia  y  col  (1996).   Brevemente,   Ias  c6Iulas

crecidas  por 2  semanas  en  insertos  bicamerales  a  distintas  concentraciones  de

55Fe, como fue descrito`,   se les retir6 el medio y se agreg6 medio lscove's bajo en

Fe sin SBF,  con 1  LiM   de 59Fe-NTA (1:2,2).   Se incub6 por diferentes tiempos (30

a 180 min) a 37°C.   Se retir6 el medio, y se realiz6 un lavado con   EDTA 1  mM en

PBS  y  tres  lavados  con  medio  lscove's  sin  SBF.  Posteriormente,  se  cort6  los

filtros y se determin6 su contenido de  55Fe (Contador de centelleo liquido Tri-Carb

2|00TR)  y 59Fe  (Contador Gamma,  Cobra  11,  Packard  Instrument,  Meriden,  CT).

De  igual  manera  se  determin6  el  contenido  de     estos  is6topos  en  el  medio

basolateral.

2.2.20     lncubaci6n de c6Iulas con zn2+

Para bloquear la incorporaci6n de 59Fe a  Fn,  las c6Iulas  Caco-2 equilibradas con

55Fe,  fueron  incubadas  con  Znc12 2  dfas  antes  de  realizar  los  experimentos  de

absorci6n  de  59Fe,  especificamente  los  dias  13  y  14  de  cultivo  en  los  insertos

bicamerales.  EI Znc12 fue  adicionado al  doble  de  la  concentraci6n  molar del  55Fe

del  cultivo,  asi,  si  el  medio  de  cultivo  contenia  2,5  HM  55Fe-NTA,   el  Znc12  fue

adicionado a una concentraci6n final de 5 uM.  El dia del experimento,  se removi6

el  medio  de  cultivo  y  los  experimentos  de  absorci6n  de   59Fe,  fueron  realizados

como fue descrito antes para c6lulas que no habfan sido incubadas con Znc12.
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2.2.21   Determinaci6n del estado de 6xido-reducci6n celular

El   estado   de   6xido-reducci6n   celular  fue   estimado   determinando   la   relaci6n

GSH/GSSG.  La  determinaci6n  de  GSH  fue  realizada  como fue  descrita  por  Ball

(1966).   Brevemente,  en  extractos  totales  burbujeados  con  N2,   se  precipit6  las

proteinas con TCA 10% (concentraci6n final),  a continuaci6n se precipit6 Ios tioles

totales mediante la adici6n de acido glioxilico-acido asc6rbico (1-0,5 g/I en fosfato

de potasio 0,5 M,  pH 6,8),  se incub6 a 60 °C por 5 min y luego a 4 °C;  bajo estas
i?`

condiciones  GSH  permanece  en  soluci6n  con  contaminaci6n  marginal  de  otros

tioles  libres.  A continuaci6n,  se  reacciona  el  GSH  con  DTNB  (1,5  g/11  en fosfato

de potasio 0,5 M,  pH 6,8) a 25 °C por 5 min.  La reacci6n es determinada como la

DO a 412 nm, frente a estandar de GSH.

EI GSSG fue determinado como fue descrito por Bernt y Bergmeyer (1984).

Brevemente,  en  extractos totales  burbujeados  con  N2,  se  precipit6  las  proteinas

con TCA 10% (concentraci6n final) y se ajust6 a 7,0 el pH del extracto con K3P04

1,75 M.   A continuaci6n,  se agreg6 0,2 unidades de GSSG  reductasa (preparada

a  concentraci6n    20  U/ml  en  soluci6n  sulfato  de  amonio  3,2  M).   Se  inici6  la

reacci6n  adicionando  NADPH  a  concentraci6n  0,22  mM.   La  concentraci6n  de

GSSG fue estimada a partir del  cambio de  DO  a 340 nm  por 5 min,  frente a   la

misma mezcla a la cual no se le adicion6 NADPH.

2.2.22   Determinaci6n de actividad GSH-Px

La  actividad  GSH-Px fue  determinada  como fue  descrito  por  Paglia  y Valentine

(1967).  Brevemente,  50  Lil  de  soluci6n  GSH  40  mM  pH  7,0;  fueron  combinados

con  1  unidad de GSSG reductasa preparada en soluci6n fosfato de potasio 0,25
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M,  Na2EDTA 25  mM  pH  7,4 y alicuotas  de fracciones  o  muestra,  y  se  ajust6  el

volumen  a  470  ul  con  soluci6n  KH  (NacI  0,9  %;  Kcl  0,046  %;  KH2P04  0,21  %;

Mgs04.7H20 0,038 %;  NaHC03 0,27 %;  glucosa 0,09 %).  Se incub6  Ia mezcla a

37  °C  por 10 min,  Se agreg610 ul de NADPH 20  mM disuelto en  NaHC03 0,1  0/o,

se  agit6   e   incub6  por2   min   a   37   °C.   Posteriormente   se   inici6   la  reacci6n

adicionando 20 ul de t-butooH 15 mM y se determin6 el cambio de DO a 340 nm

por 5 min, frente a la misma mezcla con proteina hervida.
€`

2,2.23   Determinaci6n de actividad GSSG-Rd

La actividad GSSG-Rd fue determinada como fue descrito por Weidemann (1975).

Brevemente,  25  HI  de  soluci6n  GSSG 20  mM;  fueron  combinados con 250  LIl  de

soluci6n   fosfato   de   potasio   0,2   M,   Na2EDTA  2   mM   pH   7,Oy   alicuotas   de

fracciones o muestra, y se ajust6 el volumen a 475 L]l con soluci6n KH2P04 0,1  M;

EDTA  1   mM.  Se  incub6  la  mezcla  a  37  °C  por  10  min  y  se  inici6  Ia  reacci6n

agregando  25  Hl   de   NADPH  2  mM  disuelto  en  Tris-Hcl   10   mM   pH  7,0.   Se

determin6  el  cambio  de  DO  a  340  nm  por 5  min,  frente a  la  misma  mezcla  con

prote[na hervida.

2.2.24   Determinaci6n de proteina

Para la estandarizaci6n de los resultados obtenidos, utilizando extractos celulares,

se   determin6   el   contenido   de   proteinas   segt]n   la   metodologia   descrita   por

Bradford (1974).
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2.2.25   Analisis estadistico

Las variables fueron determinadas en triplicado y la mayoria de los experimentos

fueron  realizados  al  menos  tres  veces.  Los  graficos  y  ajustes  fueron  realizados

utilizando el programa Graphpad Prism (Graphpad Software,  lnc.,  SanDiego,  CA).

Para   determinar  las   diferencias   entre   los   promedios   se   utiliz6   el   analisis   de

Varianza ANOVA y para comparaci6n el analisis t-test post-hoc.



3. RESULTADOS

3.1  Relaci6n contenido de Fn respecto a la [Fe]i, en c6lulas intestinales

En  primer  lugar,  con  el  objetivo  de  determinar  si  en  el  modelo  de  estudio,   el

contenido  de  Fn  responde  a  la  [Fe]i,  se  determin6  el  contenido  de  Fn  de  c6Iulas

Caco-2 cultivadas a diferentes concentraciones de 55Fe.  Las c6Iulas fueron  lisadas

con soluci6n SM-Np40, se obtuvo de esta manera extractos totales, en los cuales se

determin6  el  contenido  de  Fn  mediante  ensayo  de  ELISA  (Figura  5).  Como  se

observa en esta figura, el contenido de Fn aument6 como reflej.o del aumento en la

[Fe]i. Sin embargo, el aumento de la [Fe]i  fue mayor al aumento en la concentraci6n

de Fn.  Este resultado sugiere que a [Fe]i  mss altos, el grado de saturaci6n de la Fn

puede ser mayor, otras proteinas o elementos diferentes a Fn pueden jugar un papel

importante en el almacenaje de Fe, o bien puede ser explicado por un aumento del

Fe labil.

40



Figura 5.
Relaci6n Fe
intracelular y Fn
respecto al Fe
adicionado al
medio de cultivo.
A c6lulas Caco-2,
cultivadas en
insertos
bicamerales por
14 dias a
diferentes
concentraciones
de Fe adicionado
al medio de
cultivo, se les
determin6 el
contenido de Fe
intracelular y  de Fn.

13579

Fe en medio de cultivo, LLM
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3.2      Determinaci6n del Fe contenido en Fn a diferentes [Fe]i

Para  estudiar  la  posibilidad  de  que  al  aumentar  la  [Fe]i,   aumente  el  grado  de
`i

saturaci6n de la Fn, se determin6 el contenido de 55Fe en Fn proveniente de c6Iulas

crecidas a diferentes [Fe]i.  Para esto, las c6lulas fueron lisadas con solu,ci6n de lisis

SM-saponina,  luego de una centrifugaci6n a 1.000 x g,  se obtuvo un sobrenadante

que   corresponde   a   citosol   (con   presencia   marginal   de   organelos).   En   este

sobrenadante,  se determin6 e inmunoprecipit6  la Fn,  la presencia de  Fn celular en

estos sobrenadantes,  expresada como porcentaje,  correspondi6 a 97,  98,  95,  91  y

77 % a [Fe]|: 16, 21, 75,103 y 306 LIM respectivamente.

Posteriormente se determin6 el contenido de Fe en la Fn inmunoprecipitada (Figura

6). En esta figura se muestra el porcentaje de Fe celular que se encuentra contenido

en Fn al realizar la inmunoprecipitaci6n en el citosol. Como se observa,  si bien el Fe

contenido  en  Fn  aument6  como  reflejo  del  aumento  de  la  [Fe]i  (Figura  6,  barras

negras),  al  determinar  el  porcentaj.e  de  Fe  contenido  en  Fn  citos6lica  respecto  al

total del Fe celular, se observa que dicho porcentaj.e disminuy6 desde un 80 a un 50

0/o, al aumentar la [Fe]i desde 16 a 75 uM, sobre esta concentraci6n (75 a 306 uM) el

porcentaje de Fe contenido en Fn se mantuvo constante (Figura 6, barras grises).



Figura 6.
Determinaci6n de Fe
dea]macenaje      .3
contenido en Fn
citos6Iica.
En el sobrenadante
obtenido de la lisis,
utilizando soluci6n SM-
saponina, de c6Iulas
cultivadas a diferentes
[Fe]i' se

:nemduen,:Fti::pi:f5'§aF:ny
que coprecipita con
ella.
Las barras negras
representan el
contenido de 55Fe
coprecipitado con Fn.

16            21            75          103         306

Fe intrace[ular, prM
Las barras grises representan el porcentaje de 55Fe total presente en Fn.
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Se determin6 la presencia de Fn en los sedimentos obtenidos del proceso de

lisis celular,  la cilal expresada como porcentaje correspondi6 a 2,5;  4,8 y 21,3  % a

[Fe]i: 75,103 y 306 HM respectivamente,  a   [Fe]i:  16 y 21  HM no se obtuvo  niveles

detecfables de  Fn en estos sedimentos.  A continuaci6n se determin6 su contenido

de  Fe (Figura 7).  Para esto,  se solubiliz6  Ias proteinas  presentes  en  el  sedimento

utilizando soluci6n SM con Np40 al 0,25 0/o y se determin6 Fe y Fn como fue descrito

para el  citosol.    Como  se observa  en  esta figura,  al  aumentar  la  [Fe]i,  aument6  la

presencia,  en  el  sedimento,  de  una  poblaci6n  de  Fn  insoluble  en  soluci6n  SM-

saponina, la cual present6 un contenido de Fe especialmente notable sobre [Fe]i 75

uM (16 a 29 % del 55Fe total en el rango de [Fe]i  75 a 306 uM). Si se considera esta

poblaci6n  de  Fn  y  su  contenido  de  Fe  en  el  balance  global  de  Fe  en  Fn,  se

encuentra  que  a  cualquier  [Fe]i  estudiada  el  Fe  contenido  en  Fn  correspondi6

aproximadamente al 80 % del total de Fe celular. Considerando que el Fe contenido

en proteina  es  aproximadamente un  90  °/o  del  total  de  Fe  celular a  cualquier [Fe]i

estudiada (no mostrado), Ios resultados presentados en las figuras 6 y 7 indican que

la  Fn  responde a  la  [Fe]i y es  el  principal  elemento  celular de almacenaje de este

i6n.



Figura 7.
Determinaci6n de Fe
de almacenaje
contenido en Fn no
citos6Iica.
En el sedimento
obtenido de la lisis,
utilizando soluci6n SM-
saponina, de c6lulas
cultivadas a diferentes
[Fe]l' se

:nemdue|:Fti::Pj:f5'5aF:ny
que coprecipita con
ella.
Las barras negras
representan el
contenido de 55Fe

16             21              75            103           306

Fe intracelular, LLM
coprecipitado con F`n.
Las barras grises
representan el porcentaj.e de 55Fe total presente en Fn.
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3.3      Determinaci6n de la localizaci6n subcelular de la Fn

Se ha descrito a la Fn como una proteina citos6lica,  sin embargo bajo condiciones

de sobrecarga de Fe,  se ha reportado que esta proteina se encuentra asociada a

compartimentos vesiculados (Selden y col  1980,  Richter,1984).  Con el  obj.etivo de

determinar la  localizaci6n  de  la  Fn  y el  Fe celular,  se  obtuvo  extractos  citos6Iicos

(utilizando  para  la  lisis  celular  la  soluci6n  SM-saponina),    de  c6lulas  cultivadas  a

diferentes  [Fe]i  (16,  75  y  270  uM).   Estos  eftractos  fueron  cargados  al  tope  de

gradientes continuos  de sacarosa (20€0 % p/p), centrifugados y fraccionados como

fue descrito en m6todos.  En las fracciones obtenidas, se determin6 el contenido de

Fn y 55Fe (Figura 8).  En esta figura se observa un patr6n discreto de Fe (fracciones

de densidad 1,10-1,15 g/ml), en tanto la Fn present6 un patr6n que sugiere distintas

poblaciones  de  esta  mol6cula.  Algunas  fracciones  de  baja  densidad,  presentaron

alto contenido de Fn,  pero escaso contenido de Fe de almacenaje,  en  tanto otras

fracciones  de  densidad  mss  alta  (1,10-1,16  g/ml),  presentaron  un  contenido  alto

tanto de Fe,  como de Fn.  Esta t]ltima poblaci6n de Fn,  respondi6 al aumento de  la

[Fe]i.



Figura 8.
Fraccionamiento
isopicnico de 55Fe y
Fn presentes en
extractos de c6lulas
cultivadas a
diferentes [Fe]i.
Extractos de celulas
cultivadas a
diferentes [Fe]i,
fueron fraccionados
en gradientes
continuos de
sacarosa (20-60 %
p/p).  En alicuotas de
cada fracci6n se
determin6 el
contenido de Fn,
mediante ensayo de
ELISA y la
radioactividad
asociada a 55Fe
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Se determin6 a continuaci6n, en las fracciones antes descritas,  si   la Fn que

cofracciona con el Fe de almacenaje, contiene una alta proporci6n de este i6n.  Para

esto,  se  inmunoprecipit6  la  Fn,  en  alicuotas  de cada  una  de  las fracciones  antes

descritas  y  se  determin6  el  Fe  que  coprecipita  con  esta  mol6cula  (Figura  9).  Se

observa  que    al  inmunoprecipitar  la  Fn  presente  en  fracciones  de  alta  densidad

(1,10-1,16   g/ml),   coprecipit6   una   alta   proporci6n   del   Fe   de   almacenaje.   Este

resultado fue corroborado determinando el Fe y la Fn en el sobrenadante obtenido

en este proceso (no mostrado).  Por otra parte,  Ia poblaci6n de Fn de baja densidad,

present6 escaso contenido de Fe de almacenaje.



Figura 9.
Fraccionamiento
isopicnico del Fe
almacenado en Fn.
Extractos de c6lulas
cultivadas a diferentes
[Fe]i, fueron fraccionados
en gradientes continuos de
sacarosa (20€0 % p/p). En
alicuotas de cada fracci6n
se inmunoprecipit6 la Fn y
se determin6 la
radioactividad asociada a
55Fe en |os  precipitados

(Fe en Fn, simbolos
blancos)  y en fracciones
tratadas de igual forma
pero sin adicionar or-Fn (Fe
total, simbolos negros).
Panel inferior: patr6n de
densidad de la gradiente
utilizada.

1.1

``` [Fe]i: 16 H M

--:_-,-'`------::`_-:`:i-

/.+1`\`,,,`, `h``
[Fe]i: 103 LI M-FetotalbFeenFn

*-I,``                      L`L ---+-`,+Ill-         E
rl [Fe]i: 270 LJ M

ndJ`r\`+-
-Fe total+FeenFn+```-,I.I

_-IT,,^.--N----+-,-*--*----.-.-di

2      4      6       8     10    12    14    16    18    20

Nd nero de fracci6 n

49



50

3.4      Grado de saturaci6n de poblaciones de Fn que presentan diferente
localizaci6n subcelular

Sobre la base de los resultados   antes descritos,  se calcul6 la relaci6n:  atomos de

Fe/ mol6cula de Fn  para cada [Fe]i  estudiada (Tabla 2).

Como  se  observa  en  esta  tabla,   Ia  Fn  presente  en  fracciones  de  baja

densidad,   present6  baj.a  saturaci6n  de  Fe  a  cualquier  [Fe]i,   en  tanto  en  la  Fn

presente  en  fracciones  de  densidad  1,06-1,10  g/ml,   la  relaci6n  atomos  de  Fe/

mol6cula de Fn aument6 desde   aproximadamente 830 a 3600 al aumentar la [Fe]|   -A

desde  16  LIM  a 270  HM.  La  poblaci6n  de  Fn  presente  en fracciones  de  densidad

1,12-1,16 g/ml, present6 un alto contenido de Fe solo a [Fe]|: 270 uM.

1,00-1,05 g/ml 1,06-1,10 g/ml 1,12-1,16 g/ml

[Fe]l,  uM Relaci6n :  atomos de Fe / mol6cula de Fn

16 62±7 827 ± 67 251  ± 37

103 271  ±28 3025 ± 124 655 ± 58

270 424 ± 59 3616 ± 113 2158 ± 102

Tabla 2. Relaci6n atomos de Fe / mol6cula de Fn.
Extractos de c6lulas cultivadas  a diferentes  [Fe]i,  fueron fraccionados en  gradiente

::rdt:nua°sdeefasr::::°E:.:FSprf::fpcjjt:::Ss°ebt::t!:ra:i:u6ere:nc:nnTeunnj33redc:P±5aFdea;CF°n|ChL::
resultados son presentados como el promedio de 4 determinaciones ± DE.

3.5  Determinaci6n de [a capacidad de a]macenaje de Fe de la Fn. Uso de
geles nativos

Para descartar la posibilidad que el proceso de inmunoprecipitaci6n pueda alterar la

capacidad de almacenaje de Fe en Fn, se carg6 alicuotas de fracciones,  obtenidas

de  extractos  celulares  provenientes  de  c6lulas  con  [Fe]i:     270    HM  (las  cuales
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presentan  todas  las  poblaciones  de  Fn  antes  descritas),  en  geles  nativos  al  5  %

acrilamida, y se determin6   el 55Fe por autoradiografia (Figura  10,  panel medio) y la

Fn  por  transferencia  a  membranas  de  nitrocelulosa  y  posterior  inmunodetecci6n

(Figura  10,  panel inferior).  Como se observa  en  el  panel  inferior de  esta figura,  se

detect6  Fn  en  fracciones  de  densidad  que  abarcan  un  rango  amplio  (1,00-1,16

g/ml),   pero   solo   los   olig6meros   presentes   a   alta   densidad   (1,10-1,16   g/ml),

comigraron  en   el  gejl  con   sefiales  fuertes  asociadas   a  radioactividad  de  55Fe,
.t

concordante  con  la  alta  capacidad  de  a[macenaj.e  de  Fe  mostrado  por  la  Fn

presente en estas fracciones en los resultados anteriores.  Es interesante notar que

las fracciones de densidad  1,13-1,16 g /ml,  presentaron  seFiales  de autoradiografia

fuertes a un Rf que corresponde a la migraci6n de Fn oligom6rica.  Sin embargo,  la

reacci6n de inmunodetecci6n de Fn en estas fracciones fue d6bil.



Figura 10.
Determinaci6n en gel
nativo del 55Fe y Fn
presentes en un
extracto, obtenido con
soluci6n SM-saponina,
fraccionado
isopicnicamente.
Extractos de C6lulas
Caco-2 cultivadas a [Fe]i:
270 HM,   fueron
fraccionados en gradiente
continuo de sacarosa.
Alicuotas de las
fracciones obtenidas,
fueron migradas en gel
nativo y sometidas a
autoradjografia (panel
medio), un gel gemelo
fue transferido a

`....``.``-````-`
2     4      6      8     10   12   14   16    18   20FI T T rr

nitrocelulosa y se inmunodetect6 Fn (panel inferior).
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3.6    Determinaci6n de la composici6n de subunidades de los olig6meros de
Fn. Uso de ge[es denaturantes

~}1

Se ha descrito que la proporci6n de subunidades H y L de los olig6meros  de  Fn,

influye sobre su capacidad de almacenai.e de Fe (Levi y col,1994),  por lo tanto se

estudi6  la  conformaci6n  de  las  diferentes  poblaciones  de  Fn  presentadas  en  la.

Para  esto,  se aislaron  las  bandas  que  dieron  sefial    positiva  para  Fn,  desde  la

membrana de nitrocelulosa.  Estas bandas fueron incubadas a  100 °C en soluci6n

de muestra con SDS y B-mercaptoetanol, a continuaci6n se cargaron en un gel al

10  0/o  de  acrilamida    y  se  migr6  Ia  proteina  por  electroforesis  baj.o  condiciones

denaturantes.    Posteriormente,    la   proteina   fue   transferida   a   membrana   de

nitrocelulosa y se realiz6 inmunodetecci6n de Fn para determinar la proporci6n de

subunidaLde`s   H   y   L   (Figura   11).   Los   resultados   presentados   en   esta  figura,
i

muestran que en las fracciones de densidad  1,00 a 1,10 g/ml,  la  Fn present6 una

serial principal de 23 kDa.  En tanto,  en el rango de densidades  1,13-1,16 g/ml,  se

observ6 sefiales de 23 y 18 kDa, en una proporci6n aproxjmada de 1 :1.



I

Figura 11. Composici6n
de las ferritinas
separadas mediante
fraccionamiento
isopicnico.
Extractos de C6lulas Caco-
2 cultivadas a [Fe]i: 270
HM, fueron fraccionados
en gradiente continuo de
sacarosa. Alicuotas de las
fracciones obtenidas,
fueron migradas en gel
acrilamida al 10% bajo
condiciones denaturantes.
Las proteinas  fueron
transferidas a nitrocelulosa
y se inmunodetect6 Ia Fn
(panel  inferior).
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3.7  Determinaci6n de] cambio de densidad de fraccionamiento de la Fn
frente a [a adici6n de detergente Np40, previo a[ fraccionamiento

La  alta  densidad  de  fraccionamiento  de  la  poblaci6n  de  Fn  que  presenta  alta

capacidad    de    almacenaje    de    Fe,    sugiri6    que    ella    podria    encontrarse    en

compartimentos vesiculados.  Por lo tanto,  se   determin6 si  la Fn y/o el  Fe que ella

contiene,  presentaba  cambio  de  densidad  de  fraccionamiento  al  adicionar  a  los

extractos celulares,  obtenjdos con tamp6n  SM-saponina,  detergente  Np40 al 0,1 %,

15 min  antes de realizar el fraccionamiento.  Los  resultados  de este tratamiento se

resumen en la Figura 12.  Como se observa en esta figura,  tanto la Fn,  como el  Fe

que  fracciona  a  densidades  1,13-1,16  g/ml,  disminuy6  al  tratar  los  extractos  con

Np40,  y al  mismo tiempo aument6  su  presencia al fondo  de  la  gradiente.  Por otra

parte, tanto la Fn como el Fe presente en fracciones de densidades 1,,00 a 1,12 g/ml

no presentaron sensibilidad a la adici6.n del detergente.  Dado que la Fn presente en

fracciones 1,00 a   1,12 g/ml, no present6 sensibilidad a la adici6n de detergentes,  el

rango de  densidades  a  las  cuales fraccion6  podria ser debida  al  contenido de  Fe

que   presenta.    Para   estudiar   esta   posibilidad   se   determin6   la   d6nsidad   de

fraccionamiento en gradiente continuo de sacarosa (20-60 % p/p), de un estandar de

apoFn y Fn cargada con Fe (Figura 13).  Como se observa en esta figura,  Ia apoFn

fraccion6 a densidades de 1,00 a 1,05 g/ml, en tanto la Fn cargada con Fe fraccion6

en un rango mas amplio (1,03 a  1',10 g/ml),  Io cual  sugiere qil©  Ias  poblaciones  de

Fn que fraccionan a densidades 1,00 -1,12 g/ml,  se encontrarian libres en el citosol

y presentarian diferente saturaci6n de Fe.
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Figura 12. Cambio de
densidad de equilibrio de la
Fn frente a la adici6n de
detergente Np40, previo al
fraccionamiento.
Extractos de c6lulas
cultivadas a [Fe]i: 270 LIM,
obtenidos con tamp6n SM-
sapQnina,  fueron tratados con
detergente Np40 al 0,1 % por
15 min. Los extractos tratados
con Np40 fueron fraccionados
en gradiente continuo de
sacarosa, frente a extractos

::::rn:Leas:`9fe'::sfrdaect:jr°#:ns6ei
contenido de 55Fe (panel
superior) y Fn (panel medio).
Panel inferior : patr6n de
densidad de la gradiente
utilizada.
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Figura 13. Fraccionamiento
isopicnico de un estandar de
apoFn y de holoFn.
Panel superior: un estandar de
Fn fue depletado de Fe como fue
descrito en m6todos. La apoFn
asi obtenida fue fraccionada en
gradiente continuo de sacarosa
(20€0 0/o p/p), frente a un
estandar de Fn cargado con Fe
(HoloFn).
La densidad de estos
estandares no vari6 al adicionar
detergente Np40 (no mostrado).
Panel inferior:  patr6n de
densidad de la gradiente
utilizada.
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3.8      Distribuci6n subcelular de la Fn vesiculada. Microscopia confocal

Si  alguna  poblaci6n  de   Fn   se   encuentra   en   compartimentos   vesiculados,   ella

deberia  presentar una  distribuci6n  discreta,  al  determinar esta  mol6cula  utilizando

microscopia  con focal.  Por  lo  tanto,  se  cultiv6  c6ILIIas  Caco-2  a  [Fe]i:  270  HM,  en

filtrostransparentesde6,5mhyseestudi6lalocalizaci6ndeFnpormicroscopia

confocal (Figura 14).  En esta figura. se observa el resultado obtenido al permeabilizar
.t`

Ias c6lulas con soluci6n Sivl-saponina y lavar extensivamente previo a la fij.aci6n con

paraformaldehido e inmunodetecci6n (como fue descrito en  Materiales y M6todos).

Se presentan cortes 6pticos de 2 Hm,  que van desde el filtro (izquierda superior del

panel superior), a la zona supranuclear (derecha infe,rior panel superior). La sehal de

fluorescencia   obtenida,    corresponde   a    Fn    presente   en    compartimen.tos    no

permeabilizables  por  saponina.  Al  realizar  la  integra6i6n  ortogonal  de  los  cortes

6pticos  del   panel  superior  (panel   inferior),   se  observa  que   la  sefi{;I   de   Fn   se

distribuy6 en compartimentos perinucleares, alcanzando incluso al supranuclear,  sin

embargo cuando el experimento se realiza eliminando la incubaci6n con la soluci6n

que  contiene  Np40  (SM-Np40),  no  se  detect6  serial  de  Fn    (no  mostrado).  Por  el

contrario,  al  realizar  la  inmunodetecci6n  permeabilizando  las  c6Iulas  directamente

con  la soluci6n  SM-Np40  se  observ6 un patr6n  difuso  de  la sehal  de  Fn  desde  el

polo basolateral al  apical  (no mostrado).  Por lo tanto,  el  patr6n  de  Fn  aqui descrito

corresponde a  Fn  presente  en  el  interior de  un  compartimento  no  permeabilizable

por saponina. AI aumentar la resoluci6n de la integraci6n ortogonal de la Figura 14,

para observar la distribuci6n de Fn en una c6lula (Figura 15),   s`e observa un patr6n
•i

rf

discreto  de  la  serial  de  Fn.  Como  se  observa  en  esta figura,  l'a  Fn  se  localiz6  en
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compartimentos  perinucleares,   alcanzando  tambi6n  el  espacio  supranuclear,  pero

no la zona basal, como tampoco el apical. La distribuci6n de la serial de Fn present6

un aspecto de trab6cula.
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Figura 14.
Inmunolocalizaci6n de
Fn, utilizando
microscopia confocal.
a) Cortes 6pticos.
Celulas Caco-2 cultivadas
a [Fe]i: 270 LIM, en
insertos transparentes ,
fueron depletadas de Fn
citos6Iica mediante lisis
con soluci6n SM-saponina
y lavado extensivo. Las
celulas fueron fijadas con
paraformaldehido y se
permeabiliz6 sus
membranas internas con
soluci6n SM-Np40. Se
muestran cortes 6pticos
virtuales de 2 urn, desde
el filtro (superior izquierda)
hasta la zona
supranuclear (fondo
derecha).

b) Secciones
ortogonales. Los
resultados anteriores ,
fueron integrados en el eje
z, para dar una visi6n de
la distribuci6n de la Fn
desde basolateral al supranuclear.



Figura 15. Distribuci6n de
Fn  vesiculada.  Resoluci6n a
1  c6lula.
Aumento de resoluci6n  (7X)
de 1  celula, obtenida de la
Figura 14-8.
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3.9 Caracterizaci6n de los compartimentos en que se localizan las diferentes
pob[aciones de Fn

Con el obj.etivo de obtener informaci6n respecto de la naturaleza del compartimento

en que se encuentra la Fn de alta densidad,  se determin6 en  los gradientes antes

descritos,   Ias   actividades   de   enzimas   marcadoras   de   citosol   (LDH),   reticulo

endoplasmico    (NADH    citocromo    c    reductasa    insensible    a    antimicina    Ai),

mitocondrias  (citocromo  oxidasa),  Iisosomas  (fosfatasa  acida)  y  aparato  de  Golgi

(sialil transferasa), y se compar6 a las densidades a las que fracciona F`n y el Fe de

almacenaje,  (Figura 16).  Se observa que la Fn presente en fracciones de densidad

1,00-1,05  g/ml,   cofraccion6  solo  con  actividad   LDH   (marcadora  de  citosol),   en

cambio  la   Fn  que  fracciona  a   densidades   de   1,08-1,12  g/ml,   cofr5accion6  con

actividades    NAD€E'H    citocromo    c    reductasa    (reticulo    endoplasmico)    y    siam

transferasa (aparato de Golgi).  La Fn presente en fracciones de densidad 1,13-1,16

g/ml,  la  cual  es  detectable  solo  en  el  caso  de  c6Iulas  cultivadas  a  [Fe]i:  270  HM,

cofraccion6 solo con actividad fosfatasa acida (lisosomas).
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Figura 16. Caracterizaci6n
de los comparfimentos
que cofraccionan con Fn
en un  fraccionamiento
subce[ular.  Determinaci6n
de actividades de enzimas
marcadoras de organelos
y citosoI.
Extractos de c6lulas
cultivadas a [Fe]i: 270 uM,
fueron sometidos a
fraccionamiento subcelular
Se determin6 en cada
fracci6n, el contenido.de Fn
y la actividad de enzimas
marcadoras:  LDH (citosol),
citocromo c reductasa
insensible a antimicina
(reticulo endoplasmico),
citocromo oxidasa
(mitocondrias), fosfatasa
acida (lisosomas) y sialil
transferasa (aparato de
Golgi).  Las actividades se
representan en unidades
arbitrarias relativas a la(s)
fracci6n(es) con mayor
actividad especifica.

-LDH
+Cifocromo c Reductasa
®Citocromo oxidasa

/-ff`..,...+Afro
-Fosfatasa acida
®Sialil transferasa

24 6     8    10   12   14   16   18   20

Numero de Fraccion
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El   hecho   de   que   esta   Fn   de   alta   densidad   cofraccione   con   actividad

1`-`

marcadora  de  lisosomas,   sugiere  que  esta  mol6cula  puede  encontrarse  en  un

compartimento en el cual se realiza su catabolismo.  Por lo tanto,  se determin6   en

c6lulas  cultivadas  a  diferentes  [Fe]i   (16,  75 y 270  uM),  Ia  t;2 de  la  Fn  presente  en

fracciones  de  densidad  baja  (1,00-1,05  g/ml),  media  (1,06-1,10  g/ml)  y  alta  (1,13-

1,16 g/ml),  para determinar si en algunas de estas poblaciones el recambio es mas

rapido. Los resultados de la determinaci6n de ti;2,  se resumen en la Tabla 3, junto a

resultados  antes  descritos.   Lps  datos  resumidos  en   esta  tabla  indican  que  la

subunidad principal de Fn en c6Iulas Caco-2,  es  la de tipo H.  Solo a  [Fe]i altos,  se

detect6 una  Fn que presenta subunidades de  18  kDa,  menor al  reportado  para  la

subunidad L (20-22 kDa).  La corta ti;2 de la subunidad menor, su compartimentaci6n

y el  cofraccionamiento  con  actividades  lisosomales  sugieren  la  posibilidad  de  que

esta poblaci6n de Fn se encuentre en proceso de degradaci6n lisosomal.   f:
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[Fe]i,  LIM

Densidad deequilibrioFn,g/ml
Abundancia tl/2,hr PM' kDa

16 1,00-1,05 + 24 24

75 1,00-1,05 + 25 24
1,06-1,10 ++ 24 24

270
1,00-1,05 + 25 24
1,06-1,12 +++ 24 24
1,1311 ,16 + 6,5 1 8 y 24

Tabla  3.   Caracteristicas  de  la  Fn  presente  a  diferentes   densidades  de
equilibrio en un fraccionamiento subcelular.
Extractos   de   c6Iulas   cultivadas   a   diferentes   [Fe]i   (16,   75   y   270   uM),   fueron
fraccionados en gradientes continuos de sacarosa.  Se determin6,  en cada fracci6n,
el contenido de Fn, su ti;2 y composici6n de subunidades.

3.10    Papel de la Fn en la uni6n de Fe de flujo

3.10.1  Fraccionamiento isopicnico del Fe de flujo incorporado a la c6Iula

Para dilucidar si la poblaci6n de Fn que fracciona a baja densidad (1,00 a 1,05 g/ml),

participa del manejo de Fe de flujo,  se someti6 a c6lulas Caco-2 (cultivadas a [Fe]i:

16 y 270 LiM), a un pulso de 59Fe-NTA (1  L]M-2,2 LIM) por 15 min y caza con Fe-NTA

frio   por   distintos   tiempos   (15   a   60   min),    se   lis6    las   c6Iulas   con   soluci6n

amortiguadora SM-saponina y se determin6 la densidad de fraccionamiento del  Fe

de fluj.o incorporado a la c6Iula, en gradientes continuos de sacarosa (20-60 % p/p),

Figura  17.  Los  resultados  indican  que  el  Fe  de  flujo  se  incorpor6  inicialmente  a

fracciones de baja densidad (1,00-1,05 g/ml), tanto en c6Iulas con baj.o [Fe]i  (16 LIM)

como en c6lulas con alto [Fe]i  (270 LIM).  Despu6s de 60 min de caza,  el Fe de flujo

se incorpor6 a fracciones de mediana densidad (1,06-1,10 g/ml), solo en c6lulas con
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bajo  contenido  de  Fe  ([Fe]i:  16  HM).  Es  importante  notar que  a  tiempos  cortos  de

caza,   las  c6lulas  que  presentaban  menor  [Fe]i  incorporaron  mas  59Fe  desde  el

medio apical y presentaron tambi6n  mayor contenido de Fn  en fracciones  de  baja
I

densidad (1,00-1,05 g/ml).  Posteriormente,  ci;ando el 59Fe se incorpor6 a fracciones

de   densidad   media   (1,06-1,10   g/ml),    la   serial   de   Fn   parece   desplazarse   a

densidades mayores, sugiriendo que ha incorporado Fe de flujo.
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Figura 17.
Fraccionamiento
isopicnico del Fe
de flujo
incorporado a
c6lulais cultivadas
a distintos [Fe]i.
Celulas Caco-2,
fueron cultivadas a
[Fe]i :  16 uM (panel
superior) y 270 uM
(panel medio), y
sometidas a un pulso
de 59Fe-NTA (1  uM-
2,2 uM) por 15 min y
caza de 15 y 60 min.
Se obtuvo extractos
de estas celulas,
utilizando la soluci6n
SM-saponina, Ios
cuales fueron
fraccionados en
gradiente lineal de
sacarosa (20-60 %

99/E:ysFadFeieerTin6el

alicuotas de las
fracciones obtenidas.
Panel inferior: patr6n
de densidad de la
gradiente utilizada.

Numero de fraccion



68

•&

3.10.2 Inc?rporaci6n de Fe de flujo a Fn

Con   el    objetivo    de   determinar   la   incorporaci6n    de  .:hFe    de   flujo   a    Fn,    se

inmunoprecipit6  la  Fn  y  se  determin6  el  59Fe  que  coprecipita  con  esta  molecula

(Figura  18).  Los  resultados  indican  que en  c6Iulas  equilibradas .con  bajo  contenido

de Fe ([Fe]i:  16  uM),  la Fn capt6 hasta un 25%  del  Fe de flujo,  pero  esta relaci6n

disminuy6 al aumentar el [Fe]i  (de un 25 a < 1  % de captaci6n de 59Fe al aumentar

el [Fe]i  desde 16 a 270 uM).  Cabe hacer notar que al tiempo de caza d.e 60 min se

obtuvo  la  maxima  incorporaci6n  de  Fe de flujo  a  Fn,  tiempos  de  caza  superiores

(120 a 300 min), no modificaron los porcehtajes maximos descritos (no mostrado).



Figura 18.
Determinaci6n
del Fe de flujo
contenido en Fn.
Extractos
provenientes de
c6Iulas Caco-2
([Fe]i 16-270 uM)
que recibieron un

Pgu:::NdTeA`(5f#.2d,:
HM) y caza de 60
min con Fe-NTA
frio, fueron
incubadas con er-
Fny
posteriormente con
proteina A-

21              75            103           270

Fe intracelular, ij M
Sefarosa. Se determin6 el 59Fe que coprecipit6 con la Fn.
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3.11     Determinaci6n    de    la    movilidad    electrofor6tica    del    Fe    de   flujo
incorporado al citosol. Posibles proteinas que presentan un papel en
la uni6n de Fe

Dado  que  solo  una  proporci6n  limitada  de  Fe  de  flujo  incorporado  a  la  c6lula,  es
i
?

detectable en Fn,  se estudi6 la posibilidad de que se incorporara a otras proteinas.

Para esto, se colect6 Ias fracciones de baj.a densidad,  obtenidas por la metodologia

descrita en  el  resultado anterior y se carg610  Hg  de  proteina en  gel  nativo al  5`%
:i.i

acrilamida  (Figura  19,  izquierda). AI finalizar la electroforesis,  se seccion6  el  gel `-en

cortes  de  igual  medida  y  se  determin6  la  radiactividad  de  59Fe  asociada  a

corte.  Los  resultados   obtenidos  se  muestran  en  la  Figura  19,  derecha.  Como

observa en esta fjgu`ra,  el Fe de flujo incorporado al citosol present6 una movilidad

electrofofetica con Rf de 0,3; 0,5 y 0,9. Estas sefiales representan un 20, 30 y 50 %

del Fe de fluj.o incorporado, respectivamente.



Figura 19.
Determinaci6n de ]a
migraci6n
e]ectrofor6tica de[ Fe de
flujo incorporado al
citoso[ de c6lu]as Caco-
2.
Izquierda : Fracciones
citos6Iicas provenientes
de c6lulas deficientes en
Fe, sometidas a pulso de
59Fe (1  HM) por 30 min,

fueron cargadas en un gel
nativo (5 0/o acrilamida).
Derecha : el gel fue
cortado en secciones de
igual dimensi6n y se
determin6 el contenido de
59Fe (I,  11 y  ]11  sefiales de

radiactividad mss intensa).
`L

r=E

`,',

Extracto
citos6Iico

69Fe (cpm/Corte)
300                    600

71



72

Las proteinas presentes en los cortes qtle presentaron estas sefiales, fueron eluidas
t`

y   cargadas   en   un   gel   de   acrilamida   al   10   %   y   migradas   bajo   condiciones
j`

denaturantes,     posteriormente     transferidas     a     nitroceluiosa     y     se     realiz6

inmunodetecci6n  para  diversas  proteinas  involucradas  en  el  metabolismo  del  Fe
i

(Fn,  Cr,  IRP,  Tf y RTf).  Las inmunodetecciones  positivas  se muestran en  la  Figura

20  (izquierda  y  centro).  La  serial  I  solo  present6  inmunoreacci6n  positiva  para  Fn

(Figura  20,   izquierda),  el  resultado  presentado  en  esta  figura,   indica  que  la  Fn
..:

citos6Iica presenta una alta proporci6n de subunid3des de PM 23 kDa concordante

a lo descrito para la subunidad H.  La serial 11, present6 inmunoreacci6n positiva para

Cr con PM de 53 y 56 kDa (Figura 20, 6entro).

Por otra parte,  la serial  Ill no present6  inmunoreacci6n positiva para ninguna

de  las  protefnas  estudiadas,  la  tinci6.n  de  plata  de  un  gel  gemelo  al  transferido,

revel6  una   proteina  de  aproximadamente  70   kDa   de   naturaleza  desconocida,

(Figura 20, derecha).
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Figura 20. Posibles
proteinas  que participarian
de la uni6n intracelular de
Fe.
Proteinas presentes en el
eluido de las sefia|es de 59Fe
obtenidas de gel nativo
(Figura 19), migradas en .unI

gel de poliacrilamida a[  10 %
bajo condiciones
denaturantes, fueron
inmunoreaccionadas. con
anticuerpos anti :  Fn,  Cr,  lRP,
Tf y RTf)
I y 11 inmunodetecciones
positivas de las sefiales  I y 11
de la Figura  19.
'111 tinci6n de plata de la serial

Ill de la Figura 19.

24 kDa

Z
•ae.

Anti-Fn              Anti-CR Tincion
de Plata

Si
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3.12    Efecto del bloqueo funcional de Fn, mediante la adici6n de Zn2+, sobre
la incorporaci6n de F6 de flujo a Fn

Los resultado; anteriores sugieren que la Fn podria participar de la manipulaci6n del

Fe de flujo, por lo tanto se intent6 obtener C6Iulas con Fn funcionalmente bloqueada,

de modo tal que el Fe de flujoino pueda incorporarse a Fn. En trabajos anteriores se

ha reportado que la incorporaci6n de Fe en Fn puede ser bloqueada por la adici6n

de   Zn2+   (Niereder,    1970;    Harrison,    1996),    por   lo   tanto,    se   determin6   si   el

almacenamiento de Fe en Fn o la captaci6n de Fe de flFjo eran bloqueables por la

adici6n  de Zn2+ al  medio  de  cultivo,  Ios  resultados  son  resumidos  en  la  Figura  21.

Los resultados presentados en esta figura, indican que en c6lulas que presentan Fn

funcionalmente bloqueada con Zn2+,   disminuy6 la captaci6n de Fe de flujo,  pero no

se modific6 el contenido de Fe de almacenaje en Fn (no mostrado).  La eficiencia del

bloqueo en la captaci6n de Fe de flujo, fue mas notable a [Fe]i bajo (80 %,   60 % y
.:.

53  %  para .[Fe]i   16  uM,  21  HM,  y 75  uM  respectivamente y  no  significativo  a  [Fe]i

mayores de 103 HM).



Figura 21. Influencia de
la adici6n de Zn2+ a
celu[as Caco-2
cultivadas a distintos
[Fe]i, sobre la
incorporaci6n de Fe a
Fn.I
C6Iulas Caco-2
cultivadas a distintos [Fe]i
y tratadas con Znc12,
como fue descrito en
m6todos, fueron
Sometidas a fluj.a de 59Fe.
En extractos totales de
estas c6Iulas se
inmunoprecipit6 la Fn y
se determin6 su
contenido de 59Fe, frente
a c6Iulas no tratadas con
zncl2  (control).

75

21          75         103        270
Fe intracelular, ij M
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3.13    Efecto de[ bloqueo funciona[ de Fn, mediante la adici6n de Zn2+, sobre
el flujo transepitelial de Fe

Si la adici6n de Zn2+ disminuye la incorporaci6n de Fe de fluj.o a Fn,  entonces este

i6n  podria  quedar  disponible  para  ser  transportado  al  espacio  basolateral.  Por  lo

tanto,  se  determin6  el  flujo  de  59Fe  al  espacio  basolateral  en  c6lulas  que  fueron

cultivadas  a distintos  [Fe]i  en  presencia y ausencia  de Zn2+  (Figura  22).  Como  se

observa  en  esta  figura,    la  adici6n  de  Zn2+,  a  los  medios  de  cultivos  de  c6lulas

equilibradas con distintos [Fe]i ,  aument6 el flujo transepitelial de Fe en c6lulas con

bai.o [Fe]i   (48 % y 20 % en c6Iulas con [Fe]i 16 y 21  LIM),  a [Fe]i  75 uM el aumento

de flujo fue de 13 %, pero esta diferencia no es estadisticamente significativa. A [Fe]|

mayores a 75 LIM, la adici6n de Zn2+ no present6 influencia sobre el flujo.

Por lo tanto,  la Fn presenta un papel limitado en el manejo de Fe de flujo,  en

el  cual  el  grado  de  saturaci6n  de  la  Fn  parece  ser  el  factor  limitante  para  la

incorporaci6n de Fe de flujo.



Figura 22.
Influencia de la
adici6n de Zn2+ a
c6[ulas Caco-2
cultivadas a
distintos [Fe]|,
sobre el flujo
transepitelial de
Fe.
C6lulas Caco-2
cultivadas a
distintos [Fe]i y
tratadas con Znc12,
como fue descrito
en m6todos, fueron
sometidas a flujo
de 59Fe. Se
determin6 el flujo
de 59Fe a|
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15           21            75          103         270

basolateral , frente
a c6lulas no tratadas con Znc12 (Control).

Fe intracelular, |i M
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3.14    Relaci6n estado de 6xido-reducci6n celular, respecto a la [Fe]i

Otro factor que podria influir sobre la capacidad de la Fn para incorporar Fe de flujo,

es  el  estado  de  6xido-reducci6n  celular.   La   incorporaci6n   de   Fe  por  periodos

prolongados,   podria   generar   ambientes   6xido-reductores   diferentes   en   c6lulas

cultivadas al equilibrio con diferentes [Fe]„ Por lo tanto, con el obj.etivo de conocer la

influencia de la [Fe]i,  sobre el estado  de 6xido  reducci6n  celular,  se  cultiv6 c6lulas

Caco-2  a  diferentes  [Fe]i  y s.6 determin6  en  ellas  la  relaci6n  GSH/GSSG,Tabla  4.

Los   resultados   resumidos   en   esta  tabla,   indican   que   en   c6Iulas   cultivadas  al

equilibrio con diferentes [Fe]i no se detectaron diferencias en la relaci6n GSH/GSSG,

por lo tanto el aumento de la [Fe]i,  no alter6 el estado de oxido-reducci6n de estas

c6lulas. La siguiente posibilidad es si al someter las c6Iulas equilibradas a diferentes

[Fe]i  a  experimentos  de  flujo  de  Fe,  este  proceso  produce  un  desbalance  en  su

estado  de 6xido-reducci6n.  Los resultados obtenidos  despu6s  de un flujo  de 59Fe-

NTA  (1   uM-2,2  uM)  por  lhr,  no  difieren  de  los  presentados  en  la  Tabla  4  (no

mostrado). Por lo tanto, el sistema utilizado para obtener c6Iulas equilibradas con Fe

no parece generar desbalances oxidativos.
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[Fe]l,  HM GSH, nmol/1 0° c6| GSH /GSSG

16 26,2 I 2,80 30,2 ± 4,80

84 28,2`' ± 0,91 23,72 ± 5,70

270 28,1  ± 1,36 24,00 ± 5,30

360 29,1  ± 1,70 28,00 ± 5,80

Tabla 4. Determinaci6n del estado de 6xido-reducci6n
celular, de c6Iulas cultivadas a diferentes [Fe]i.
A c6Iulas cultivadas a diferentes [Fe]i por 2 semanas,  se les
determin6 el contenido de GSH y la relaci6ri GSH/GSSG, los
valores se expresan como promedio de 5 determinaciones ±
DE.

63.15    Actividades GSH-Px y GSSG-Rd respecto a la [Fe]i

Para  dilucidar si  este  resultado  es  debido  a  un  proceso  de  adaptaci6n  celular al

esttes inducido por Fe,  se determin6 las actividades de 2 enzimas principales en el

metabolismo del GSH, GSH-Px y GSSG-Rd a distintos [Fe]i, Tabla 5. Los resultados

resumidos en esta tabla, indican que las actividades de ambas enzimas aumentaron

en forma concomitante al aumento de la [Fe]h  por lo tanto las c6Iulas adaptaron su

capacidad de detoxificar sustancias oxidantes a trav6s del aumento en  la actividad

GSH-Px y son capaces de recuperar la relaci6n GSH/GSSG a trav6s del aumento

en  la  actividad   GSSG-Rd,   presentando  de  esta   manera  un   estado  de  6xido-

reducci6n independiente de la [Fe]|, bajo las condiciones de estudio.
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[Fe]l,  HM GSH-Px , U/mg Prot GSSG-Rd, U/mg Prot

16 61,62 ± 3,20 143,20 ± 9,80

84 86,00 ± 4,80 164,10 ± 8,30

270 96,46 ± 4,60 208,00 ± 12,20

Tabla 5.. Actividad de enzimas involucradas en el
metabolismo de] GSH, respecto a la [Fe]!.
A  c6lulas  cultivadas  a  diferentes  [Fe]i  por  2  semanas,  se  les
determin6 las actividades de GSH-Px y GSSG-Rd, los valores se
expresan como promedio de 5 determinaciones ± DE.

3.16 Movilizaci6n de Fe almacenado, mediante la adici6n de t-butooH

Se   evalu6   la   posibilidad   de   que   la   inducci6n   de   esttes   oxidativo   produjera

movilizaci6n de Fe almacenado e influyera sobre el flujo transepitelial de Fe.  En la

Figura 23,  se muestra la cin6tica de salida de Fe de almacenaj.e al basolateral en

c6lulas  con  [Fe]| :  75  uM,  preincubadas  con  t-butooH  1  mM,  frente  a  c6Iulas  con

igual   [Fe]i,   que   no  fueron   preincubadas.   Como   se   observa  en   esta  figura,   Ia

preincubaci6n  con  t-butooH  indujo  un  aumento  transiente  en  el  flujo  de  Fe  de

almacenaje desde la c6lula al basolateral (15 y 30  min).  A los 60  min  la cin6tica de

liberaci6n   de   Fe   desde   las   c6lulas   preincubadas   con   t-butooH,    disminuy6

notablemente respecto a las c6lulas no tratadas. A tiempos superiores a 60 min las

cin6ticas de las c6lulas tratadas y controles se igualaron (no mostrado).



Figura 23. Influencia de
la preincubaci6n con t-
butooH, sobre la
cin6tica de salida de Fe
de almacenaje al
basolateral.
C6Iulas con [Fe]i : 75 HM
fueron preincubadas con
t-butooH 1  mM por 30
min.  Se determin6 la
aparici6n de Fe de
almacenaje (55Fe) en e|
medio basolateral, frente
a c6lulas con igual [Fe]i,
que no fueron
preincubadas con esta
mol6cula.

10      20      30      40      50      60

Tiempo' min
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3.17    Influencia de  la adici6n de t-butooH, sobre la absorci6n de Fe

Para evaluar si la preincubaci6n con t-butooH,  influye sobre el flujo transepitelial de

Fe,  se cultiv6 c6Iulas Caco-2 a [Fe]|:  75 HM y se sometieron  a  un  pulso  con 59Fe-

NTA  (1   LIM-2,2  uM)  por  1   h,  se  determin6  el  59Fe  incorporado  a  las  c6lulas  y  el

transportado   al   basolateral,   (Figura  24).   Como   se   observa   en   esta  figura,   la

preincubaci6n  de  las  c6Iulas  con  t-butooH,  induj.o  una  disminuci6n  tanto  en  la

incorporaci6n  de Fe a las c6Iulas, como tambi6n de su flujo transepitelial.



Figura 24. Influencia de
la preincubaci6n con t-
butooH de c6Iulas
Caco-2, cultivadas a
[Fe]i : 75 HIVI, sobre la

::acnosr::irtaefji:|nd#EL:jo
C6lulas Caco-2 cultivadas
a [Fe]| 75 HM,
preincubadas con t-
butooH 1  mM por 15 min,
fueron sometidas a

§9xFpee_r#an(ttosu#e.2f:±J.oH#in

por distintos tiempos (15 a
60 min). Se determin6 el
59Fe incorporado a las

celulas (panel superior) y
transportado al
basolateral (panel
inferior), frente a c6lulas
no tratadas con t-butooH.
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Para determinar si, la preincubaci6n de las c6lulas Caco-2, con t-butooH,

modifica la incorporaci6n del Fe de flujo a las proteinas que participan en su

transporte intracelular, se preincub6 c6Iulas cultivadas a [Fe]i 16 uM (las que

presentan la maxima incorporaci6n de Fe de flujo) con t-butooH y se sometieron,

frente a c6lulas no preincubadas con esta mol6cula, a un experimento de flui.o de

59Fe-NTA (1  uM-2,2 LiM). Al t6rmino del experimento,  Ias c6lulas fueron lisadas

utilizando soluci6n amortiguadora SM-saponina, se centrifug6 Ios lisados a 1.000

x g y se carg6 alicuotas de los sobrenadantes  en geles nativos de acrilamida al 5

%, Figura 25, izquierda. Estos geles fueron cortados en secciones de igual

dimensi6n y se determin6 Ia radioactividad de 59Fe asociada a los cortes (Figura

25, derecha). Como se observa en esta figura, Ia preincubaci6n de las c6lulas con

t-butooH, disminuy6 Ia incorporaci6n de Fe de flujo a las 3 sefiales que retienen

Fe.  Esta disminuci6n fue mss importante en la serial Ill, que es el componente

que manipula mayor cantidad de Fe de flujo.  La variaci6n del contenido de 59Fe en

la serial I, que como se describi6 anteriormente corresponde a Fn, no fue

significativa. Por lo tanto, la alteraci6n del estado de 6xido-reducci6n celular,

parece influir sobre la absorci6n del Fe, a trav6s de proteinas distintas a Fn.
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Figura 25. Influencia de la
preincubaci6n con t-butooH
de c6lulas Caco-2, cu[tivadas
a [Fe]| : 16 HM,  sobre la
migraci6n electrofor6tica del
Fe de flujo incorporado al
citosol.
C6lulas Caco-2 cultivadas a
I.Fe]i 16 LIM, preincubadas con t-
butooH 1  mM por 15 min,
fueron sometidas a
experimentos de flujo con 59Fe.
NTA (1  uM-2,2 LIM) por  60 min.

:I:cdt::%r6jtT±[:eTi%:aeci6n
incorporado al citosol de estas
c6lulas frente a c6lulas no
tratadas con t-butooH.

Extracto
citos6Iico

59Fe, pmoles

0.5   1.0   1.5   2.0   2.5



•   4. DISCUS16N

El  modelo  de  absorci6n  intestinal  de  Fe  actualmente  aceptado,  propone

que  el  LIP  celular controla,  Ia  sintesis de proteinas  involucradas  en  la  absorci6n

de  Fe  (Flanagan,   1989),  esta  regulaci6n  podria  estar  mediada  por  el  sistema

IRE/lRP  (Rouault  y  col,1989a;  Arredondo  y  col,1997,  Wood  y  Han,1998)  .  Se

puede postular que,  al aumentar el LIP disminuye la actividad lRP aumentando la

traducci6n de Fn y la degradaci6n del ARNm de RTf (Mullner y col,  1992, Yu y col,

1992,  Tang  y  col  1992).  Las  c6Iulas  que  han  sufrido  este  proceso  se  tornarian

mas  almacenadoras,  por  aumento  del  nivel  de  Fn  y  con  menor  capacidad  de

incorporar nuevo Fe via endocitosis basolateral de FeTf.   Al contrario,  al disminuir
>

la  [Fe]|,   aumenta   la  actividad   lRP  y  con   esto  disminuye   la   sintesis  de   Fn-  y

aumenta  la  de .RTf.  Sobre  la  base  de  este  modelo,  se  puede  predecir  que  las
`,

c6lulas intestinales de individuos an6micos presentarian una alta absorci6n de Fe

desde el   lumen intestinal al plasma, y al mismo tiempo baj.a capacidad de retener

este  i6n,   con  lo  cual  el  organismo  podria  llegar,   a  la  larga,   a  una  paradojal

sobrecarga  corporal   de   Fe.   Sin   embargo,   los   antecedentes   indican  que   los

enterocitos  actdan  como  un  sensor  del  nivel  corporal  de  Fe  (Muir  y  col  1984,

Flanagan,1989,  Snape y Simpson,1991) y en estado de anemia absorben gran

cantidad  de  Fe  en  el  flujo  vectorial  lumen  plasma,  pero  tambi6n  retienen  gran

cantidad del Fe absorbido (Johnson y col,1983,  Fairweather-Tait y col,1985),  de

esta forma el enterocito adapta su [Fe]i de manera tal que de cuenta del Fe que el

86
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organismo  ha  incorporado.  Sin  embargo,  el  aumento  de  Fn  respecto  a  la  [Fe]i,

podria  disminuir  el  LIP  celular  y  esto  reactivaria  la  actividad  IRP,  inhibiendo  la
r.

sintesis de Fn y aumentando la traducci6n del transportador y RTf. Por lo tanto, el

motivo  de  esta  tesis fue  obtener  nuevos  detalles  del  papel  que juega  Fn  en  la

absorci6n de Fe en c6lulas intestinales.

Un   problema   fundamental   para   llevar   a   cabo   estudios   de   absorci6n

intestinal  de  Fe,  es  la  carencia  de  modelos adecuados.  Los  estudios  en  6rgano

completo  s6Io  permiten  evaluar  incorporaci6n  de  Fe  al  intestino,   absorci6n  al

plasma   y   al  ,organismo   entero   (Fairveather-Tait   y   col,   1985),   pero   no   son

adecuados para determinar los detalles moleculares que sustentan el proceso. Se

ha establecido que el enterocito es la c6lula que actda como sensor del  nivel de

Fe   (Flanagan,   1989)   y  se   ha   determinado   que   presenta   las   proteinas   que

participan de la absorci6n de Fe (Huebers y col,1976,  Johnson y col  1983,  Orimo

y col  1994).  Sin embargo,  al  estudiar los  eventos  moleculares  involucrados en  el

proceso de absorci6n de  Fe en  el  enterocito,  tanto  el  6rgano  completo,  como  el

modelo   de   saco   intestinal   invertido   resultan   inadecuados,    pues   presentan

interferencia de otras c6lulas (endotelio vascular o de la lamina propia), Ias cuales

no  responden a  la  [Fe]i  como  lo  hace  el  enterocito  y  podrian  llevar a  errores de

interpretaci6n.

Dado   que   el   objetivo   general   de   esta   tesis   es   aportar   antecedentes

respecto  al  papel  que     Fn  cumple  en  la  absorci6n  de  Fe  del  enterocito,  fue

necesario  contar  con   un  modelo  celular  que  cumpliera   con   las  propiedades

descritas  para  el  enterocito.   Las  c6lulas  Caco-2  (.derivadas  de  un  cancer  de

colon),  fueron descritas como un excelente modelo  para el  estudio  de  secreci6n
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polarizada  y  destinaci6n  de  proteinas  (Hughes  y  col,1988,  Lee  y  col,  1988),  y

absorci6n  vectorial  de  moleculas  (Ranaldi  y  col,   1992,  Anderberg  y  Artursson,

1993,  Meunier y col,1995).  Estas c6Iulas se diferencian a un fenbtipo de intestino

delgado,  expresando  en  su  superficie el  marcador Glut-5  ausente en  c6lulas del

intestino grueso (Mahraoui y col,1992). Al ser cultivadas en insertos bicamerales

crecen formando monocapas, desarrollan uniones estrechas y presentan alta RET

(Tapia  y  col,   1996).   Presentan  ademas  un  desarrollo  polarizado,   con  un  polo

basolateral en el que se puede detectar RTf (Nunez y col,1996) y un polo apical

que  presenta  abundantes  microvellosidades  (Hidalgo  y  col,   1989),  todas  estas

caracterfsticas   de   la   morfologia  de   los   enterocitos.   Si   bien   estas   c6Iulas,   a

diferencia de las que constituyen el  epitelio  intestinal,  son  homogeneas  en  edad,

Io  cual     no  permite  visualizar  los  cambios  en  contenido  de  Fe  y  Fn  que  los

enterocitos sufren  en  su proceso de envejecimiento hasta su  descamaci6n en la

cripta  intestinal.  Sin  embargo,  estas  c6lulas  presentan  grandes  ventajas  como

modelo de enterocitos, ya que se puede obtener c6lulas equilibradas a diferentes

[Fe]i con un protocolo simple (Tapia y col,1996),  ademas responden a dicha [Fe]i

tanto  en  la  absorci6n  vectorial  de  Fe,  como  en  la  retenci6n  celular  de  este  i6n

(Alvarez-Hernandez y col,1991 ; Tapia y col  1996, Arredondo y col,1997). A nivel

molecular,   las   c6lulas   Caco-2   presentan   las   proteinas   involucradas   en   la

absorci6n de  Fe (RTf,  Fn,  lRP),  ademas  los  niveles  de Fn y  RTf responden a la

[Fe]i     mediados  por  la  actividad   IRP,   como  fue  descrito  para  los  enterocitos

(Arredondo  y  col,   1997).   Todas   estas  caracteristicas  justifican   el   modelo  de

c6lulas   Caco-2   para   el   estudio   de   eventos   moleculares   relacionados   a   la

absorci6n de Fe en enterocitos.
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Los  resultados  presentados  en  esta  tesis  indican  que  al  cultivar  c6lulas

Caco-2 en insertos bicamerales, a diferentes concentraciones de Fe adicionado al

medio  de  cultivo,  en  la  forma  55Fe-NTA  (0,4  a  10,4  HM),   se  observ6  que  las

c6lulas   aumentan   tanto   la   [Fe]i      como   sus   niveles   de   Fn,   respecto   a   la

concentraci6n  de  Fe  adicionado  al  medio  (Figura  5),  Estos  resultados  confirman

descripciones anteriores realizadas con  este sistema  celular (Alvarez-Hernandez

y col,1991; Tapia y col,1996,  Arredondo y col,1997).  Por otra  parte,  es tambi6n

destacable que el  aumento en  los niveles de  Fn,  respecto a  la concentraci6n de

Fe  en  el  medio extracelular,  es menor al  aumento  en  la  [Fe]i  (concordante a  los

resultados obtenidos por   Arredondo y col  (1997)).  Este  resultado puede implicar

que  a  mayores  [Fe]i,   una  mayor  proporci6n  del  Fe  celular  se  encuentre  en

componentes  distintos  a  Fn.  Asi,  el  aumento  del  LIP  podria  deberse  a  dicha

proporci6n   de   Fe  no   almacenado   en   Fn.   Otra   posibilidad   es   que  proteinas

diferentes  a  Fn  pueden  participar de  la  uni6n  del  Fe  intracelular   al  aumentar  la

[Fe]|.  Una tercera posibilidad es que la Fn presente un mayor grado de saturaci6n
`~

de Fe.  Para definir entre estas posibilidades,  se determin6 el Fe contenido en  Fn

en extractos celulares totales.  La estrategia utilizada fue la inmunoprecipitaci6n de

Fn  y determinaci6n del Fe que coprecipita con esta proteina (Figura 6 y Figura 7).

Los resultados obtenidos confirman a la Fn como principal proteina almacenadora

de  Fe  a  nivel  intracelular,  concordante  a  resultados  obtenidos  para  diferentes

tejidos (Huebers y col,1976;  Crichton y Ward,1992).  Como era esperable,  el  Fe

contenido  en  Fn  aumenta  al  aumentar  la  [Fe]h  Sin  embargo,  al  expresar  este

resultado como porcentaje de Fe contenido en Fn citos6lica, respecto al Fe celular

total, dicho porcentaje disminuye al aumentar la [Fe]i.  Es interesante notar que, en
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el sedimento de  1.000 x g,  obtenido de la lisis celular con soluci6n SM-saponina,

hay  Fn  con  niveles  importantes  de  Fe.  Al  sumar  este  Fe    al  contenido  en  Fn

citos6lica    se    encuentra    que,    independiente    de    la    [Fe]i,    la    Fn    presenta

aproximadamente un  80  %  del  Fe  celular.  Diversas  referencias  han  descrito  que

en   proce`sos   de   sobrecarga   de   Fe,    Fn   con   alto   contenido   de   Fe   forma

microcuerpos  insolubles  facilmente  sedimentables  (Selden  y  col  1980,   Richter,

1984,  Cox y col,1991).  Si se revisa los antecedentes descritos en las  Figuras 2 y

3  (Arredondo y col,1997),  se encuentra  que tanto  la  captaci6n  de  Fe,  como  su

flujo transepitelial,  responden al aumento en la [Fe]i disminuyendo hasta alcanzar

la estabilidad a una [Fe]i  de aproximadamente  100 LiM. Ademas,  si  se observa la

salida  de  Fe  de  almacenaje  respecto  a  la  [Fe]i  (Figura  3),  se  encuentra  que

aumenta  a  partir  de  100  LIM.   Por  lo  tanto,   se  puede  definir  como  un  rango

Deficiente-Normal   las  [Fe]i     16  a   103   HM,   ya  que  en  este  rango  las  c6lulas

controlan su flujo transepitelial e incorporan de Fe de manera inversa a la [Fe]i.  En

tanto el rango 103 a 480 LIM puede ser considerado como Sobrecarga,  ya que al

aumentar  la  [Fe]|  no  tan  solo  no  disminuye  el  flujo  transepitelial,   sino  tambi6n

aumenta  la  secreci6n  de  Fe  de  almacenaje  (Figura  3).   Es  en  este  rango  de

Sobrecarga  donde  se  detect6  la  Fn  sedimentable  a  1.000  x  g,  Ia  cual  aumenta

respecto a la [Fe]|.

Por  otra  parte,  es  importante  notar  que  la  determinaci6n  de  Fe  y  Fn  en

extracto total, indic6 que el aumento en la [Fe]| es mayor al aumento en el nivel de

Fn.  Por  lo  tanto,  que  el  80  %  del  Fe  celular  se  encuentre  almacenado  en  Fn,

independiente  de  la  [Fe]i,  puede  significar que  el  grado  de  saturaci6n  de  Fn  es

mayor  a  [Fe]i  mas  altas.  Los    experimentos  de  fraccionamiento  subcelular  en
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gradientes de sacarosa (Figura 8), indican que el Fe celular cofracciona con la Fn,

Ia cual a mayor [Fe]i se desplaza a  fracciones de densidad mayor, sugiriendo que

la  Fn  presente a  baja  densidad  de fraccionamiento  (1,00-1,05  g/ml),  presentaria

un baj.o contenido de  Fe y que al  aumentar   la [Fe]i,  el  grado de saturaci6n de la

Fn  aumentaria  y  en forma  concomitante  su  densidad  de  fraccionamiento.  Esta

posibilidad fue corroborada por el fraccionamiento de apoFn y holoFn (Figura 13),

asi  la  apoFn fracciona  a densidades  1,00-1,05 g/ml,  en  tanto  la  Fn  cargada  con

Fe  fracciona   a   densidades   1,08-1,12   g/ml.   Por   lo   tanto   al   aumentar   el   Fe

intracelular,   aumenta   la   Fn,   pero   dado   que   es   mayor   el   aumento   del   Fe,

aumentaria  el  grado. de  saturaci6n  de  la  Fn,  lo  cual  se  reflei.aria  en  su  mayor

densidad    de    fraccionamiento.    Estos    resultados,    corroboran    antecedentes

reportados  para  mucosa  intestinal  de  rata.   Johnson  y  col  (1983)  describieron

patrones de  densidad  de fraccionamiento  de  Fn  en  gradientes  de  sacarosa,  los

cuales  indican la  existencja de  una serial  prin.cipal  de  Fn a  densidades  1,08-1,11

g/ml  y  sefiales  menores  a  densidades  1,05-1,07  g/ml    y  1,15-1,17.  Ademas,  la

serial principal de Fn es la que cofracciona con la serial principal de Fe.

Sin   embargo,   el   cofraccionamiento   de   Fe   con   Fn   no   es   una   prueba

definitiva de que el  i6n se encuentre almacenado en la Fn. Al  inmunoprecipitar la

Fn  presente  en  las       fracciones     de  densidad   1,08-1,12  g/ml  (Figura  9),   se
\1,

encontr6 que el Fe que coprecipita con Fn varia segi]n la [Fe]|, en tanto la fracci6n

de Fn de baj.a densidad no contiene una gran cantidad de Fe.  En el rango de [Fe]|

de Sobrecarga se observa una serial de Fn de densidad de fraccionamiento 1,13-

1,16   g/ml,   no   presente   en   las   c6lulas   del   rango   Defjciente-Normal.    Estos

resultados resumidos en la Tabla 2,  indican que la Fn presente en fracciones de
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baja densidad,  presenta una baja relaci6n atomo de Fe/mol6cula de Fn,  en tanto

la  Fn  presente  en  las  fracciones  de  densidad   1,06-1,10  g/ml   aumenta  dicha

relaci6n  respecto  a  la  [Fe]|.  Los  valores  presentados  para  esta  dltima  fracci6n,

concuerdan  con   lo  reportado  para  Fn  de  mucosa   intestinal   de  rata,   la  cual

presenta  en  estado  normal  alrededor  de  800  atomos  de  Fe/mol6cula  de  Fn

(Huebers y col,1976),  en  humanos  se ha  estimado  una relaci6n  de  1.200-1.400

atomos  de  Fe/mol6cula  de  Fn  (revisado  en  Beard  y  col,   1997),  Ios  resultados

presentados  en  la Tabla 2  y  la  Figura  9  permiten  estimar  quQ  para  c6Iulas  con

[Fe]i  16.  103  y  270  LIM  dicha  relaci6n  es  aproximadamente  500,  2.000  y  3.000

atomos  de  Fe/  mol66ula  de  Fn,  respectivamente,  Io  cual  permite  confirmar  los

rangos    de    normalidad. de    Fe    antes    definidos.    Estos    resultados    fueron
''(`

corroborados tambi6n por autoradiografia e inmunodetecci6n  (Figura  10 y Figura

11).   La  inmunodetecci6n  de  Fn  dehaturada  indic6  que  la  subunidad  H  es  la

preferencial  del  olig6mero  de  la  Fn  presente  en  c6lulas  Caco-2  (Figura  11).  Es

importante notar, que en las fracciones 1,13-1,16 g/ml. se observa una serial de Fn

d6bil,  y,  por el contrario una serial  de Fe fuerte en  la autoradiografia  (Figura  10).

Estas fracciones presentan ademas de la subunidad H,  una subunidad de PM 18

kDa en  una proporci6n  1:1  respecto  a la  subunidad  H  (Figura  11).  Esta  serial  de

bajo  PM  podria corresponder a la subunidad L  de  Fn  (PM  20-22  kDa,  como fue

descrito  por  Crichton  y Ward,  (1992)),  lo  cual  explicaria  su  mayor  capacidad  de

almacenaje  de  Fe.  Sin  embargo,  su  cofraccionamiento  con  actividad  enzimatica

marcadora de lisosomas (Figura 16) y la corta tit2 de esta poblaci6n de Fn (6,5 hr,

Tabla   3),   sugiere   que   puede   ser  producto   de   degradaci6n   lisosomal   de   la

mol6cula.   El  hecho  que  esta  poblaci6n  de  Fn  esta  presente  en  c6lulas  con
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sobrecarga  de  Fe,   concuerda  con  lo  revisado  por  Beard  y  col  (1997),  quien

describe  que  mol6culas  de  Fn  cargadas  con   1.200  a   1.400  atomos   de   Fe,

incorporan  rapidamente  nuevos  atomos,  en  cambio  mol6culas  de  Fn  cargadas

con 4.000 atomos de Fe van a degradaci6n.  Se ha reportado que el producto de

la degradaci6n de la Fn es la hemosiderina,  a la cual se le ha descrito un PM de

17-19  kDa  (Andrews  y  col,1987)  y  capacidad  de  almacenaje  de  Fe  de  ~2.000

atomos  de  Fe/mol6cula   (Andrews y col,1987).  Esta  proteina  presenta una d6bil

inmunoreacci6n  con  anticuerpos  antiFn  (Hoy  y  Jacobs,   1981).  Debido  a  la  alta

densidad a la que fracciona esta poblaci6n de Fn,  se determin6 si se encontraba

en un  compartimento  membranoso.  Los resultados  de  sensibilidad  a detergente,

indican que esta poblaci6n de Fn se encuentra protegida por membranas,  que al

ser solubilizadas con  detergente  liberan  Fn  y  Fe,  Ios  cuales  son  detectables   al

fondo  del  gradiente  (Figura  12).  Estos  resultados  concuerdan  con  lo  reportado

para  Fn,  de  mucosa  intestinal  de  rata,  saturada  en  Fe,   la  cual  presenta  una

densidad de aproximadamente 1,8 g/ml' (Huebers y col 1976), lo que la sitda fuera

del   rango   de   densidades   del   gradiente   (1,00   a   1,30   g/ml).   Sin   embargo,   Ia

posibilidad  de  que  Fn  se  este  degradando  en  lisosomas  (como  respuesta  a  la

sobrecarga de Fe),  es contradictoria :respecto a la escasa presencia de actividad

enzimatica marcadora de lisosomas (fosfatasa acida), en los extractos preparados

con SM-saponina (Tabla 1,  M6todos).  Estos extractos  presentan  actividades muy

bajas de enzimas marcadoras de organelos, en tanto la mayor parte de la Fn esta

presente en ellos.  Una posibilidad es que la Fn presente en el sedimento de 1.000

x g (Figura 7),  sea Fn en proceso de degradaci6n lisosomal y que la obtenida en

el  extracto,  corresponda  a  Fn  libre en  el   citosol  (fracciones de  densidad  1,00 a
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1,12   g/ml,   Figura   8)   y   Fn   en   vesiculas   lisosomales   livianas   (fracci,ones   de

densidad  1,13  a  1,16  g /ml,  Figura  8).  Aun  asi,  esta  alternativa  no  explica  coma

una   proteina   citos6lica,   como   la   Fn,   llega   a   degradarse   en   lisosomas.   La

inmunodetecci6n mediante microscopia con focal,  comprueba la existencia de una

poblaci6n de Fn vesicular (Figura  14),  e indica que su  localizaci6n es  perinuclear

(Figura  15).  Este  resultado  concuerda  con  lo  reportado  para  la  degradaci6n  por

autofagia,    Ia   cual    se   ha   mostrado   en    otras    lineas    celulares    ocurre   en

compartimentos   membranosos   perinucleares   (Biederbick  y   col,   1995).   Por  lo

tanto,  la presencia de Fn en un compartimento membranoso,  puede ser debida a

un proceso de  autofagia favorecido  por  Fe,  cuyo  producto  de degradaci6n  seria

un p6ptido de  18 kDa,  Io  cual  concuerda  con  la  descripci6n  de  la  generaci6n  de

hemosiderina  (Andrews  y  col,1987,  Braumann  y  col,  1994,  revisado  en  Beard,

1997).                                                                                                                                                                      ,€

En resumen,  los resultados hasta aqui descritos indican que al aumentar el

Fe intracelular desde un estado de deficiencia hasta uno de sobrecarga, aument6
5.

el  nivel  de  Fn  y  en  forma  concomitante  el  Fe  almacenado  en  esta  mol6cula.  El

aumento  de  Fe  en  Fn fue  mayor al  aumento de  la  masa  de  Fn,  por lo  tanto  se

produce  saturaci6n  de  esta  mol6cula  en  el  rango  de  Sobrecarga  de  Fe,  lo  cual

podria inducir la degradaci6n de la Fn,  posiblemente por mecanismo de autofagia

(Figura 26).
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Figura 26. Modelo
propuesto para la
relaci6n nivel de Fn
respecto al Fe
celular.

Las celulas
deficientes en Fe
presentan Fn libre en
el citosol, con un bajo
grado de saturaci6n
de Fe. Las celulas
sobrecargadas en Fe
presentan Fn
saturada en este i6n
y una poblaci6n de
Fn en proceso de
degradaci6n
lisosomal, inducida
por la sobrecarga de
Fe.

Erdal

®   Feaelular, ire TrarsprtrdordePe    HH   LJP
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Teniendo en  cuenta el  modelo de absorci6n  intestinal  de  Fe,  Ia  Fn pue.de

cumplir un papel en la retenci6n de alguna proporci6n de Fe de flujo respecto a la

[Fe]i, pues en el rango Deficiente-Normal la Fn presenta una baj.a relaci6n atomos

de  Fe/mol6cula  de  Fn  y  por  lo  tanto  se  puede  suponer  que  presentara  cierta

avidez   por   el    Fe   recientemente   incorporado,    lo   que   concuerda    con    las

observaciones  que  describen  que  la  mucosa  intestinal  de  individuos  an6micos

absorbe,   pero  tambi6n   retiene  mayor  cantidad  de   Fe   (Johnson  y  col,   1983,

Fairweather-Tait y col,  1985).

Los  resultados obtenidos en los experimentos de   flujo  de Fe (Figura  17 y

Figura   18),   concuerdan   con  el   supuesto  de  que  a   menor  saturaci6n,   la   Fn

presenta mayor capacidad de captar Fe de flujo.  En primer lugar,  el Fe de flujo se

incorpor6 a la c6Iula tempranamente en fracciones de baja densidad (Figura 17),

las   cuales   cofraccionaron   con  actividad  marcadora  de  citosol   (Figura   16).   A

tiempos  de  caza  cortos  (15  min),  Ia  incorporaci6n  de  Fe  de  flujo  a  las  c6Iulas

present6j`una relaci6n  inversa respecto  a  la  [Fe]i (Figura  17),  por lo tanto hay  un

paso de regulaci6n previo al almacenaje del Fe  de flujo en la Fn, que con una alta

probabilidad corresponderia al  proceso de incorporaci6n apical  de  Fe.  A tiempos

de caza de 60 min,  se detect6 en c6Iulas deficientes en Fe,   importantes niveles

del  Fe  de  flujo  en  fracciones  que  tambi6n  presentaron  Fn,  lo  cual  no  ocurre  en

c6lulas  en  estado  de Sobrecarga  de  Fe  (Figura  17).  Al  inmunoprecipitar la  Fn  y

determinar  el  Fe  de fluj.o  que  se  incorpor6  a  ella,  se  encontr6  tambi6n  que  las

c6lulas cultivadas a [Fe]i bajas,  incorporaron   Fe de flujo  a  Fn  con  un  maximo de

25  %  del  total  del  Fe de flujo  incorporado a  la  c6Iula  (Figura  18).  Es  importante
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notar,  que  al  aumentar la [Fe]i,  el  Fe de flujo  incorporado  a  Fn  disminuy6  no tan
1,

solo  como  cantidad,  sino tambi6n  como  porcentaje  del  total  incorporado  (Figura

18),   el  cual  tambi6n  disminuy6  respecto  a  la  [Fe]i  (Figura   17).   Si  tambien  se

considera  que  al  aumentar  la  [Fe]i  aument6  el  nivel  de  Fn,  esto  indica  que  la
4

incorporaci6n especffica de F6 de flujo a Fn disminuye fuertemente al aumentar la

[Fe]|, resultado que corrobora las observaciones descritas por Johson y col  (1983)

y  Fairveather-Tait y col  (1985),  para  mucosa  intestinal  de  rata.  Estos  resultados

sugieren que en c6lulas deficientes en Fe la Fn presenta baja saturaci6n de Fe y

por lo tanto  puede  incorporar una  cantidad  limitada   de  Fe  de fluj.o,  en  tanto  las

c6Iulas sobrecargadas de Fe presentarian Fn saturada en este i6n e inhabilitada

para unir Fe de flujo (Figura 27).
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Figura 27.
Modelo
propuesto para
la capacidad de
unir Fe flujo,
que la Fn
presenta en
c6Iulas en
estado de
deficiencia y
sobrecarga de
Fe

Debido a su bajo
LIP,  las celulas
deficientes en Fe,
incorporan y
transportan al
basolateral gran
cantidad de Fe
de flujo, ademas
unen una

®   Feoelular, 55Fe   ®   Fedeflujo,9Fe

RE 5lFe en LIP            RE 55Fe en LJP OFnoTmspe~dePe
cantidad limitada
de este i6n a Fn. Las c6lulas sobrecargadas en Fe, incorporan y transportan al
basolateral baja cantidad de Fe de flujo y no lo incorporan a Fn ya que se
encuentra saturada.
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Se ha descrito en mucosa intestinal de rata, que la Fn participa del manejo

de   una   fracci6n   del   Fe   de   flujo,   presentando   mayor   importancia   proteinas

diferentes a Fn (Johnson y col,1983; Orimo y col,1994). Asi, se ha propuesto que

Tf puede presentar un papel en este proceso (Johnson y col,1983) y tambi6n se

han descrito proteinas de 137,107 y 78 kDa (Orimo y col,1994) 60 kDa (Conrad y

col,   1990)  y  un  p6ptido  de  10  kDa  (Johnson  y  col,   1983),   Ios  cuales  podrian

participar tambi6n de este proceso.  El estudio realizado en esta tesis (Figura 19),

indica que al migrar extracto citos6lico de c6lulas sometidas a un pulso de 59Fe en

un    gel    no    denaturante,    se    detectan    3    sefiales    de    radiactividad.    Por

inmunodetecci6n,  se identific6  la primera  de  estas  sefiales  como  Fn  (Figura 20),

con  un  PM  principal  de  24  kDa  (en  electroforesis  de  geles  denaturantes),  que

concuerda con el  PM descrito para la subunidad  H de este olig6mero  (Crichton y

Ward,1992).  El que la subunidad H sea el componente principal del olig6mero de

Fn  intestinal  concuerda  con  lo  descrito  por  Huebers  y  col  (1976)  y  podria  estar

relacionado al papel que esta mol6cula debe cumplir en la mucosa intestinal.  Este

6rgano,  corresponde  a  una  barrera  de  paso  para  el  Fe,  a  diferencia  del  hfgado

que es un 6rgano de almacenaje, por lo tanto la Fn deberia constituir un elemento

amortiguador del exceso de Fe incorporado al citosol en el estado Fe2+ (forma en

la  cual  el  Fe  es  t6xico  y  prooxidante  (Wrigglesworth  y  Baum,1980)),  y  no  un

acumulador  de  Fe  como  seria  un  olig6mero  constituido  preferencialmente  por

subunidades  L  (Levi  y  col,   1994).   Este  resultado  concuerda  ademas  con  los

resultados antes discutidos,  respecto a que Fn presenta  un papel   limitado en la

uni6n  de  Fe  de flujo.  Respecto  a  las  otras  sefiales  de  radiactividad  asociada  a
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59Fe  descritas  en  este  trabajo,  la  serial  11  (Figura  19),  present6  inmunoreacci6n

positiva  para  Cr  (Figura 20),  Io  cual  concuerda  con  lo  descrito  por Conrad  y  col

(1990), para una proteina hom6loga a Cr denominada Mobilferrina. Se ha descrito

que  esta  proteina  de  PM  55  kDa,  une  Fe  con  baja  afinidad  y  actuaria  como  un

factor de distribuci6n intracelular del i6n.  En esta tesis,  se le determin6 como una

doble banda de 52 y 56 kDa (Figura 20), y una capacidad de manipular Fe de flujo

de   aproximadamente   30   %   (Figura   19),   respecto   al   total   de   Fe   de   flujo

incorporado.  Del experimento descrito,  se identific6 tambi6n  una proteina,  de PM

70  kDa,  que  no  reaccion6  con  ninguno  de  los  anticuerpos  probados  en  este

trabaj.o  (Figura 20).  En  trabajos  realizados en  mucosa de  rata,  se  ha descrito la

participaci6n de Tf,  proteina de aproximadamente 80 kDa (Orimo y col,1994).  Es

importante  notar  que  tanto  las  c6lulas  de  la  mucosa  intestinal,   como  las  del

modelo  utilizado  en  esta tesis  no  presentan Tf end6gena  (Parmley y  col,1985),

por lo tanto,  la Tf reportada proviene de la incorporaci6n por endocitosis mediada

por  receptor  desde  el  plasma  sanguineo  (Parmley  y  col,   1985;   Shah  y  Shin,

1994).  En el modelo utilizado, el medio basolateral no presenta Tf,  por lo tanto era

esperable que estas c6Iulas no presentaran reacci6n positiva para esta mol6cula

ademas se ha descrito para ella una participaci6n muy limitada en la uni6n de Fe

a   nivel   intracelular  (Johnson   y   col,   1983;   Orimo   y   col,   1994).   Otra   prote[na

presente en  la  mucosa  intestinal,  Ia  cual  se  ha descrito  que presenta  capacidad

de unir Fe es la "Proteina tipo lf', Ilamada asi porque presenta un PM de 76 kDa

y caracteristicas similares a Tf en cuanto a su capacidad y afinidad por Fe,  pero

difieren  en  su  punto  isoel6ctrico  y  composici6n  aminoacidica    (Huebers  y  col,
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1976).    Dado   que   no   hay   disponible   informaci6n   reciente   respecto   a   las

propiedades  de  esta  proteina,  como  tampoco  sobre  su  secuencia,  ni  existen

anticuerpos  comerciales  para  estudiarla,  fue  imposible  evaluar  la  posibilidad  de

que  correspond.a  a  la  proteina  que  une  el  Fe  de  flujo  detectado  en  la  serial  Ill

(Figura 19).

Dado  que  una  de  las  interrogantes  de  esta  tesis,  era  definir  si  la  Fn  al

incorporar  Fe  de flujo  diminuye  el  flujo  vectorial  apical-basolateral  o  si  este fluj.o

esta   definido   por  otros  factores   y   Fn   solo   capta   la   diferencia   entre   el   Fe

incorporado y el Fe que sale al basolateral, se intent6 el bloqueo de esta molecula

y se determin6 el flujo de Fe bajo esta condici6n, respecto a c6lulas en las cuales

la  Fn  no  estaba  bloqueada.  Esta  estrategia  fue  llevada  a  cabo,  utilizando  Zn2+

como  agente  bloqueador de  la  Fn.  Se  ha  demostrado  que  el  Zn2+  se  une  a  los

canales  de  entrada  de  Fe,  presentes  en  el  olig6mero  de  Fn  (Niereder,   1970;

Harrison,1996) y bloquea la incorporaci6n de Fe (Niereder,1970),  ademas se ha

descrito  que  las  c6lulas  Caco-2  absorben  este  i6n  y  lo  incorporan  a  su  citosol

(Han y col,1994;  Finley y col,1995) y que no  interfiere con la absorci6n de Fe en

humanos  (Rossander-Hulten  y col  1991).  Por  lo  tanto,  se  busc6  las  condiciones

de  concentraci6n  y  tiempo  de  incubaci6n  con  Znc12  que  produjera  la  maxima
`

inhibici6n   de  la  incorporaci6n  de   Fe  de  flujo   a  cada  [Fe]i,   sin   afectar  el   Fe

almacenado  en  Fn,  ni  el  Fe  celular  total.  Como  se  describi6  en  resultados,  el

protocolo  utilizado  bloque6  Ia  incorporaci6n  de  Fe  de  flujo  a  Fn,  dando  cuenta t"   '£  tl.i;-`±'=•*F; .i

pfacticamente  de  toda  la  capacidad  de  captar  Fe  recientemente  incorporado  al    -"   ^-*<';

citosol,   que  esta   mol6cula   presentaba   antes   del   tratamiento   (Figura  21).   La
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adici6n  de  Znc12  disminuy6  [a  incorporaci6n  de   Fe  de  flujo   a   Fn,   a  niveles

practicamente   indetectables,   pero   no   afect6   Ios   niveles   de   Fe   previamente

almacenado  en  Fn  (no  mostrado).  Por lo tanto,  con  este  protocolo  disminuye  la

posibilidad  de que  parte del  Fe almacenado  en  Fn pase  a formar parte del  LIP,

afectando de esta manera la incorporaci6n de Fe en la membrana apical o su flujo

al  basolateral  y  las  diferencias  que  se detectaron  en  este flujo  vectorial   fueron

debidas solo a la capacidad de captacion de Fe extra que la Fn presentaba previo

al  bloqueo.  EI  efecto de la adici6n de Zn2+,  sobre la capacidad de la Fn  para unir

Fe de flujo es mas notable a [Fe]i baja (Figura 21).  Este resultado concuerda con

los antes  descritos  respecto al grado de saturaci6n de la Fn  (Figuras  8-10,13,  y

Tabla 2,  resumido en Figuras 26 y 27). Al  bloquear la Fn   en c6Iulas cultivadas a

[Fe]i    16  uM  (las  cuales  presentan  la  mss  alta  incorporaci6n  de  Fe  a  Fn),  se
\

detecta  la mayor diferencia entre  las  c6lulas tratadas  con Zn2+ y  las  no tratadas.

En el rango de [Fe]| 16 uM a 75 LIM las c6lulas disminuyen su incorporaci6n de Fe

a  Fn  conforme  aumentan  su  [Fe]i   y  el  efecto  de  la  adici6n  de  Zn2+  es  menor

(Figura 21). Por lo tanto,  la Fn aumenta su grado de saturaci6n en Fe al aumentar

la  [Fe]i  y  pierde  capacidad  de  unir  Fe  recientemente  incorporado,  la  adici6n  de

Zn2+ bloquea este proceso de uni6n de Fe, por lo que su efecto es mas notable a

[Fe]|  baj.a,  donde la capacidad de incorporaci6n de nuevo Fe en Fn es maxima.  El

bloqueo funcional de la Fn,  mediante la adici6n de Zn2+,  indica ademas que la Fn

presenta un papel limitado en la modificaci6n del flujo transepitelial de Fe. Asi,  Ias

c6lulas cultivadas a [Fe]i 16 uM, a las cuales se les adicion6 Znc12,  aumentaron su

flujo transepitelial  de Fe  (Figura 22),  sugiriendo  que el  Fe que  no  se  incorpor6 a
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Fn,  pas6  a  formar  parte  de  la  poblaci6n  de  Fe  transportable.  Sin  embargo,  en

c6lulas  cultivadas  a  [Fe]i   mayores  (21  uM  a  75  uM),  disminuye  la  influencia  del
\

bloqueo de Fn sobre el flujo transepitelial de Fe, hasta hacerse indetectable a [Fe]|

103  HM  (Figura 22).  Por lo tanto,  la  Fn  no  solo  cumple  una funci6n  de  proteina

amortiguadora   del    nivel    intracelular   de    Fe    (uniendo    la    diferencia   del    Fe

incorporado a la c6lula y el transportado al plasma),  sino es capaz de influir sobre

el nivel de Fe que es transportado al plasma, cuando esta mol6cula presenta bajo

contenido de Fe (Figura 28).
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Figura 28. Modelo
propuesto para la
influencia de Fn
en el flujo
transepitelial de
Fe en c6Iulas
deficientes.
Efecto de la
adici6n de Zn2+.

En celulas
deficientes en Fe
la Fn une parte del
Fe de flujo
incorporado a la
celula. AI  bloquear
funcionalmente a
la Fn, el Fe de flujo
que no Se
incorpora a esta

C6lula
deficiente

enFe

i+

Cfflula
deFiciente

enFe
Adici6n
de Zn2+

®  Fe celular, 55Fe  ®  Fe de f[ujo, 59FeI up           O zh»

molecula, aumenta
la poblaci6n de Fe transportable.

Traneportator de Fe
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Una  posibilidad  alternativa,  era  que  al  cultivar  celulas  a  diferentes  [Fe]h

6stas    presentaran    diferentes    estados    de    6xido-reducci6n,    produci6ndose

desbalance  oxidativo  a  [Fe]i    altos.  Dado  que  se  ha  descrito  que  es  posible

movilizar  Fe  desde  la  Fn  a  trav6s  de  sistemas  generadores  de  radlcales  libres

(Biemond y col,1986),  este Fe movilizado podria incorporarse al  LIP y disminuir la

incorporaci6n de Fe de flujo a las c6lulas y el transporte transepitelial de este i6n.

Los resultados presentados en esta tesis indican  que el  protocolo utilizado

para  obtener  c6lulas  equilibradas  a  diferentes    [Fe]i,  no  induce  un  desbalance

oxidativo,  asf  estas  c6lulas  no  presentan  diferencias  en  la  relaci6n  GSH/GSSG

(parametro ampliamente aceptado como indicador del estado de 6kido-reducci6n

celular (Chance y col,1979)),  Tabla 4.  Este  resultado,  aparentemente  pard6jico,

es explicado por un aumento en las actividades GSH-Px y GSSG-Rd (Tabla 5). Al

aumentar la actividad GSH-Px,  las c6Iulas se encuentran  mejor preparadas para

enfrentar el  riesgo  de  toxicidad  que  significa  una  sobrecarga  de  Fe,  Ia  cual  sin

este proceso de adaptaci6n  podria generar importantes  cantidades  de  radicales

libres  de  alta  toxicidad  a  nivel  celular  (Chance  y  col,  1979;  Clemens  y  Waller,

1987).  Por otra  parte,  dado  que  GSH  es  sustrato  para  la  GSH-Px,  al  aumentar

esta   actividad   deberia   disminuir   el   nivel   de   GSH   y   con   esto   la   relaci6n

GSH/GSSG, sin embargo esto no se observa en el sistema celular utilizado (Tabla

4),  dado que las c6lulas aumentan tambi6n  la actividad  GSSG-Rd (Tabla 5),  con

lo cual,  recuperan el nivel de GSH gastando NADPH el cual es obtenido desde el

ciclo de las pentosas fosfato.  Se ha descrito que las c6lulas Caco-2 presentan un

ciclo  de  las  pentosas  fosfato  muy  activo  (Baker  y  Baker,  1993),  por  lo  tanto  el

gasto  de  NADPH  debido  al  aumento  de  actividad  GSSG-Rd  puede  no  implicar
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desbalances  para  este  sistema  celular.  Ademas  se  ha  descrito  que  sistemas

generadores de radicales libres pueden mobilizar Fe desde la Fn (Biemond y col,

1986),  lo cual podria aumentar el  LIP y de esta manera disminuir la incorporaci6n

de Fe de flujo y su transporte transepitelial.  Los resultados descritos en esta tesis

indican que la preincubaci6n de las c6Iulas cultivadas  a [Fe]i 75 uM con t-butooH
+

aumenta transientemente la salida de Fe desde las c6lulas al espacio basolateral

(Figura  23)  y  disminuye  la  incorporaci6n  de  Fe  de  flujo  a  las  c6lulas  y  su  flujo

transepitelial (Figura 24).  Este t]ltimo  resultado podria ser interpretado en  base a ,

trabajos  que describen  un  requerimiento  de sustancias  antioxidantes,  las  cuales

serian  liberadas  al  espacio  basolateral  para  reducir  el  Fe3+ a  Fe2+  antes  de  ser

incorporado (Nunez y col,1994;  Han y col,1995).  La preincubaci6n con t-butooH

puede   disminuir   los   equivalentes   reductores   desacelerado   este   proceso.   El

aumento  del  flujo  c6lula-basolateral,  podria  deberse  a  una  menor  uni6n  del  Fe

celu[ar por parte de Fn u otros componentes que unan este i6n,  en presencia de

sustancias oxidantes como t-butooH.  EI resultado descrito en la Figura 25,  indica

que el Fe de flujo es incorporado a un  menor grado en las proteinas que unen Fe

cuando  el  flujo  de  este  i6n  ha  sido  realizado  en  presencia  de  t-butooH.  Sin

embargo, el nivel de Fe de flujo unido a Fn es el menos afectado,  sugiriendo que
\

en   este   sistema   celular   la   influencia   de   un   desbalance   oxidativo   sobre   la

absorci6n  de  Fe  se  produciria  a  trav6s  de  proteinas  diferentes  a  Fn.  Tanto  Cr

como  P70 disminuyen su capacidad de unir Fe a menos del 50  %,  en presencia

de t-butooH,  lo  cual  concuerda  con  la disminuci6n tanto  de  la  incorporaci6n de

Fe  a  las  c6lulas,  como  de  su fluj.o  transepitelial.  Este  resultado  permite  postular
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que estas proteinas presentan un papel  importante en  la  uni6n y destinaci6n del

Fe recientemente incorporado a las c6lulas.



5. CONCLUSIONES

Sobre la base de los resultados presentados en esta tesis se concluye que:

1.  En c6Iulas Caco-2, la ferritina cumple la funci6n de almacenar Fe,  que se

ha descrito para esta  mol6cula tanto en  c6lulas  intestinales,  como en  c6lulas  del

resto del organismo.

2.  La ferritina  libre  en el  citosol,  presenta una  alta  proporci6n  de una sub-

unidad   de 23 kDa,  la cual concuerda con el  PM reportado para la sub-unidad H.

Esta ferritina citos6lica parece estar vinculada al manejo de Fe de fluj.o.

3.   La  ferritina  une  de  Fe  de  flujo  en  relaci6n  inversa  a  su  grado  de

saturaci6n. Asf,  su influencia en este proceso es mss notable a baja [Fe]i donde

une hasta un 25 % del total del Fe recientemente incorporado a las c6lulas. Otras

proteinas como Cr y una P70 podrfan tener papeles mas importantes que ferritina

en este proceso,  ya que en estado de deficiencia de Fe Cr une hasta un 30 a/o y

P70 hasta un 50 % del Fe recientemente incorporado a las c6lulas.  De esta forma,

P70 y Cr podran ser intermediarios cin6ticos en la incorporaci6n de Fe en ferritina.

4.   EI   bloqueo   funcional   de   la   ferritina,   mediante   la   adici6n   de   Zn2+,

comprueba que la ferritina puede unir Fe recientemente incorporado y disminuir el
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pool de Fe que es transportado al plasma.  EI bloqueo de la ferritina por adici6n de

Zn2+ aumenta el flujo transepitelial de Fe hasta en un 48 % en c6lulas en estado

de deficiencia de Fe.  Estos datos indican que ferritina regula el flujo transepitelial

de Fe a baja saturaci6n con Fe.

5.   Las   c6lulas   Caco-2   cultivadas   en   condiciones   de   sobrecarga   de   Fe,

presentan    una    poblaci6n    de    Fn    en    un    compartimento    vesiculado.    Este

compartimento,    presenta    una    distribuci6n    perinuclear    y    contiene    ferritina

constituida por sub-unidades de 23 y 18 kDa.  Si bien,  la sub-unidad menor podria

corresponder a la sub-unidad tipo L (20-22 kDa), la corta T1/2 de esta ferritina y la

observaci6n  de  que  esta  contenida  en  un  compartimento  que  cofracciona  con

actividad enzimatica marcadora de lisosomas, sugiere que  podria corresponder al

producto  de  degradaci6n  lisosomal  de  la ferritina  llamado  hemosiderina  (PM:  18

kDa).  De  ser  asf,  se  deduce  que  la  ferritina  mas  altamente  saturada  con  Fe

alcanza en forma preferente en compartimento lis.osomal.

6.  Un desbalance oxidativo puede disminuir tanto la  incorporaci6n  como el

flujo  transepitelial  de  Fe  en  c6Iulas  Caco-2.  Sin  embargo,  no  afecta  de  manera

importante  la  uni6n  de  Fe  de  flujo  por  parte  de  Fn.  Este  desbalance  oxidativo

disminuye  la  uni6n  de  Fe flujo  por parte  de  Cr y  P70  en  un  50  %,  permitiendo

postular que estas proteinas presentarian un  papel  mss  importante que ferritina,

en la uni6n y destinaci6n de Fe.

\
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APENDICE DE SOLUCIONES

Amido BIack :

Bloqueo electrotransferencia :

Bloqueo ELISA

Carbonato 0,05 M:

Electrotransferencia

Fosfato-citrico :

KH

PBS:

PBS-T

SM

SM-Np40

SM-saponina

Sustrato de peroxidasa :

TBS:

TBS-T :

Amido   black   0,1    %,   isopropanol   25   %,   acido
ac6tico 10 %.

Ieche descremada 5 %, en soluci6n TBS-T.

Ieche descremada al 10% (p/v) en PBS-T.

Na2C030,015 M;  NaHC030,036 M,   pH 9,6.

Glicina 0,2 M; Tris 25 mM,  pH 8,3;  metanol 20%;
SDS 0,01 %.

Na2HP04 x 2H20  102 mM, acido citrico 48 mM.

NacI 0,9 %;  KCI 0,046 %;  KH2P04 0,21  %;
Mgs04.7H20 0,038 %; NaHC03 0,27 %; glucosa
0,09O/o.

Nacl 0,15 M,  Cac121  mM,  Mgc121  mM,  Na2HP04
5 mM, pH 7,4.

Tween 0,05%  en PBS.

Sacarosa 0,25 M, MOPS 10 mM pH 7,4, Mgc12 3
mM, glicerol 5%,  DTT 1  mM   e inhibidores de
proteasas pepstatina A 0,7 mg/mL, aprotinina 0,5
mg/mL,  leupeptina 10 mg/mL,  PMSF 1  mM.

Np40 0,05 % en SM.

Saponina 0,05 % en SM.

OPDD 0,25 mg/ml, 250 ppm de H202  (30 vol) en
soluci6n fosfato-citrico.

Nacl 150 mM, Tris-Hcl 10 mM   pH 7,5.

Tween 20 0,2 % en soluci6n TBS


