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RESUMEN

Antecedentes recientes en la literatura y observaciones de nuestro laboratorio
demuestran que durante el proceso de absorcion intestinal el hierro induce la endocitosis
del transportador de hierro DMT1. Se ha postulado que este fendmeno es parte del
proceso normal del flujo transepitelial de hierro, mientras que nosotros proponemos que
es una respuesta regulatoria por la cual se reduce en forma répida el flujo de hierro a
través del epitelio, limitando la absorcion intestinal cuando existe una oferta de hierro en
exceso (bloqueo mucosal). En la actnalidad no existe acuerdo con respecto a estas dos
posibilidades. Ademas, se desconoce el mecanismo que inicia la internalizacion de
DMTI.

En este trabajo, investigamos la participacién de las especies reactivas del
oxigeno (ROS) generadas por el hierro en el establecimiento de esta respuesta.
Utilizamos células Caco-2 polarizadas crecidas en insertos bicamerales, un modelo in
vitro de epitelio intestinal.

Mediante biotinilacién selectiva de proteinas de superficie, determinamos el
curso temporal de la internalizacion de DMT1 inducida por hierro. También
determinamos que la produccién de ROS intracelulares inducida por hierro fue necesaria
para gatillar la endocitosis de DMT1. La inhibicién de las ROS inducidas por hierro
mediante la coincubacidn con el antioxidante general N-acetil-L-cisteina (NAC) y con el
atrapador del radical hidroxilo DMSO, bloqueé completamente la endocitosis inducida
por hierro. Mas ain, la internalizacién de DMT1 fue inducida por peréxido de

hidrégeno.
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Investigando la posible participacion de ROS extracelulares producidas por
hierro, encontramos que la internalizaciéon de DMT1 no fue inhibida al adicionar al
medio extracelular los atrapadores de ROS, catalasa y superéxido dismutasa, resultado
consistente con un efecto de ROS intracelulares.

En conjunto, nuestros resultados indican que las ROS intracelulares producidas
por la captacién de hierro inducen rapidamente la endocitosis de DMT]I. Esto podria ser
un mecanismo de respuesta rapida que logra evitar una absorcién excesiva de hierro tras
una ingesta con altos contenidos de hierro.

Nuestros resultados predicen que la presencia de antioxidantes en la dieta podria

aumentar la incorporacién intestinal de hierro.
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ABSTRACT

Evidence from the literature and observations from our laboratory have shown
that iron induces DMT1 endocytosis in the intestinal absorption process. It has been
postulated that this phenomena is the normal process by which the transephitelial flux of
iron from apical to the basolateral membrane occurs, while recently we have proposed
that this process could be a regulatory response, which could rapidly down-regulate the
flux of iron through epithelia, limiting intestinal absorption when iron is In excess
(mucosal block). At present there is no agreement beetween these two possibilities.
Furthermore, the mechanism that iniciates DMT1 relocalization is unknown.

In this work, we investigated the participation of iron-induced reactive oxygen
species (ROS) in the establishment of this response, in a cellular model of intestinal
absorption.

By means of selective surface protein biotinilation of polarized Caco-2 cells
grown in bicameral inserts, we determined the DMT]1 internalization kinetics induced by
iron. We then determined that intracellular ROS production induced by iron uptake was
necessary to trigger DMT1 endocytosis. Inhibiting iron-induced ROS increase by
coincubation with the general antioxidant N-acetyl-L-cysteine (NAC) or with the
hidroxyl scavenger DMSO, completely blocked iron-induced DMT1 endocytosis.
Moreover, DMT1 internalization was induced by the permeant oxidant hydrogen
peroxide.

In investigating the possible participation of extracellular iron-induced ROS we

found that DMT1 internalization was not inhibited by addition to the extracellular



medium of ROS scavengers catalase or superoxide dismutase. These results are
consistent with an effect of intracellular ROS.

Together, our results shown that infracellular ROS produced by iron uptake
induce DMT1 endocytosis. This is possibly a fast-response mechanism to avoid
excessive iron absortion after a meal containing high levels of iron.

Our results predict that the presence of antioxidants in the meal should enhance

intestinal iron uptake.
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INTRODUCCION

El hierro es un nutriente estrictamente requerido para la gran mayoria de las
formas de vida, porque forma parte estructural de una amplia gama de protefnas y
enzimas claves como hemoglobina, mioglobina y varios constituyentes de la cadena
transportadora de electrones, ademas de otras proteinas con micleos Fe-S involucradas
en regulacion transcripcional, estabilizacion estructural y catélisis (Beinert y Kiley,
1999; Johnson DC y cols., 2005). En la mayoria de estas proteinas, el hierro participa en
reacciones bioldgicas de intercambio de electrones, gracias a su capacidad de
coordinacién, la cual le permite alternar entre su forma reducida (+2) y oxidada (+3) a
pH fisioldgico. Estas caracteristicas lo hacen un metal muy reactivo, por lo que en
exceso o libre de la unidn a proteinas especificas, es decir en estado redox activo,
cataliza la generacion de ROS, resultando en dafio a lipidos, DNA y proteinas (Valko y
cols., 2004; Valko y cols., 2005; Hawkins y cols., 2009). El hierro que no est4 unido con
alta afinidad a proteinas especificas se encuentra unido con baja afinidad a componentes
celulares de bajo peso molecular como fosfatos y nucledtidos ademas de a grupos
hidroxilos, aminos y sulfidrilos (Nufiez y cols., 2010), constituyendo el pool de hierro
labil (LIP) (Breuer y cols., 2008). Se ha demostrado que la concentracién del LIP es

proporcional a la tasa de generacion de ROS celular (Breuer y cols., 2008).

Evidencia muy reciente indica que las especies reactivas producidas por el hierro,
podrian no so6lo ser una fuente potencial de dafio celular, sino ademas, definir el

funcionamiento de muchas proteinas que poseen residuos aminoacidicos susceptibles de

ser oxidados o reducidos; y cuyo estado de oxidacién define si estas proteinas se




encuentran activas o inactivas. Este campo de estudio es denominado sefializacioén redox
(Weissenberg vy cols., 2010; El-Najjar y cols., 2010). El hierro transportado, mediante la
generacion de ROS, podria activar cadenas de transduccién de sefiales comandadas por
este tipo de proteinas, al influir sobre el estado redox celular (Droge 2002; Nufiez y

cols., 2004; Hidalgo y cols., 2007).

La produccién de ROS dependiente del hierro y las funciones del LIP son
particularmente importantes en linajes celulares que deben manejar cantidades
excepcionalmente elevadas de hierro como las células del duodeno especializadas en su
absorcién; ademas de las células hepaticas y del sistema reticuloendotelial
especializadas en su almacenaje (Dunn y cols., 2007; Graham y cols., 2007; Knutson y

Wessling-Resnick, 2003).

Debido a que el hierro en exceso puede ser téxico y a que su presencia en el LIP
influencia importantemente el estado redox celular, es que se ha generado un control

estricto de su ingreso, movilizacion interna y acumulacion en tejidos de depdsito.

El transportador de entrada, DMT1

DMT1 (Divalent Metal Transporter 1), también denominado Slcl1a2 y Nramp2
(Gunshin y cols., 1997; Hubert y Hentze, 2002), es el transportador que permite la
entrada de hierro a las células mediante un mecanismo electrogénico de co-transporte
Fe’*/H". Es una proteina altamente hidrofébica con 12 segmentos transmembrana y

modificada post-traduccionalmente mediante N-glicosilaciéon. Su topologia en la

membrana define 6 loops hacia el exterior o lumen y 5 loops citosélicos, encontrandose




el arbol de aztcares en el cuarto loop exterior. Los extremos amino y carboxiterminales

se orientan ambos hacia el citosol (Czachorowski y cols., 2009), (Figura 13).

Existen 4 isoformas conocidas de este transportador, existiendo isoformas +IRE
y -IRE, por modificacién en el carboxilo terminal mediante empalme alternativo, asi
como formas 1A y 1B, por uso alternativo de dos secuencias AUG en marco de lectura
en la regién 5° del gen de DMT1 (Figura 13). Estas cuatro isoformas parecen tener
idéntica capacidad de transporte de hierro (Tabuchi y cols., 2002), pues comparten el
micleo proteico responsable del transporte y solo difieren en los extremos amino y
carboxilo terminales. Las diferencias en los extremos amino y carboxilo parecen conferir
a las distintas isoformas propiedades de trafico particulares. El caso més estudiado es el
de las isoformas +IRE y -IRE de DMT1, las cuales han mostrado distintas localizaciones
subcelulares (Tabuchi y cols., 2002) y presentan diferencias en sus tasas basales de
endocitosis y reciclaje (Lam-Yuk-Tseung y Gros, 2006). En contraste, no existen datos
concluyentes acerca de las diferentes propiedades de trafico que poseen las isoformas
1A y 1B. La isoforma 1B parece ser expresada en la mayoria de los tejidos, mieniras que
la isoforma 1A muestra ser tejido especifica con la expresion mas alta en duodeno y
rifidon y la expresién mas baja en testiculos y otras partes del tracto gastrointestinal
(Hubert y Hentze, 2002). Interesantemente, las isoformas +IRE y -IRE son expresadas

en conjunto en la mayoria de los tejidos y 6rganos testeados (Hubert y Hentze, 2002).

Con respecto a la regulacidn transcripcional de las isoformas, los tipos celulares
que poseen la isoforma 1A son particularmente sensibles a los niveles de hierro,

mientras que aquellos que poseen el ex6n 1B no responden significativamente a la



concentracién de hierro (Hubert y Hentze, 2002; Nuiiez, 2010). De la misma forma, el
mensajero de las isoformas +IRE es mas sensible a la concentracion de hierro que la
isoforma -IRE, consistente con la presencia de un elemento “IRE” (iron responsive
element) en la regién no traducida de esta isoforma. De esta manera, la isoforma
1A/+IRE le confiere a las células que lo expresan la mas alta sensibilidad a la
concentracién de hierro (Hubert y Hentze, 2002; Nufiez, 2010). Interesantemente, en
células del epitelio intestinal se ha mostrado la expresion de estas cuatro isoformas

(Hubert y Hentze, 2002).

Otra modificacién que le confiere distintas propiedades de trafico a las isoformas
es la glicosilacién de DMT1, pues ha sido demostrado que en células epiteliales
polarizadas MDCK esta modificacién parece ser una sefial de destinacién al dominio
apical (Tabuchi y cols., 2002). En efecto, la localizacién de DMT1 en células epiteliales
polarizadas intestinales es principalmente apical, conmsistente con su rol en la
incorporacién de hierro desde el imen del intestino (Canonne-Hergaux y cols., 1999),
aunque las inmunofluorecencias para DMT1 han mostrado también marca citosdlica y

basolateral (Yeh y cols., 2000; Nufiez y cols., 2010).

Se ha demostrado que en la linea celular de carcinoma de laringe humana Hep-2
y en células MDCK la isoforma +IRE de DMT]1 ftrafica entre el dominio apical y el
lisosoma, en coniraste con la isoforma -IRE que se encuentra conectada funcionalmente
al receptor de transferrina y trafica desde la superficie basolateral hacia los endosomas
de reciclaje donde se postula que participa en la salida de hierro desde estos

compartimentos (Tabuchi y cols., 2002). Para esta isoforma se ha establecido que su




endocitosis depende de clatrina y de dinamina (Touret y cols., 2003). Sobre la
endocitosis de la isoforma +IRE sélo se sabe que en estado basal (sin variaciones en el

hierro externo) no depende de clatrina ni de dinamina (Lam-Yuk-Tseung y Gros, 2006).

En células LLC-PK1 de tiibulos proximales de rifién de cerdo, se ha demostrado
que en estado basal, ambas isoformas tienen diferencias en sus velocidades de
internalizacién y de abundancia en la membrana. En este tipo celular, la isoforma +IRE
de DMT1 es internalizada con cinéticas menores desde la superficie celular comparada
con la isoforma -IRE, lo que resulta en una proporcién aumentada de esta isoforma en la

membrana plasmatica (Lam-Yuk-Tseung y Gros, 2006).

En el intestino, se ha reportado que la proteina madura de DMT1 sufre cambios
notables en cuanto a su localizacidn en respuesta a la oferta de hierro y en ausencia de

cualquier otra sefial sistémica (Ma y cols., 2006; Nufiez y cols., 2010), (Figura 1).

Se ha propuesto que la oferta de hierro induce en DMT1 un proceso endocitico
que lo Ileva a co-localizar con apotransferrina endocitada basolateralmente, definiendo
el transporte vesicular de hierro (Ma y cols., 2002; Moriya y Linder, 2006). En este caso,
la relocalizacién mencionada de DMT1 seria necesaria para el normal transporte de
hierro y DMT1 estaria continuamente ciclando entre la superficie celular y un
compartimiento endosomal basolateral (Ma y cols., 2002), mediando el paso de hierro

transepitelial.

En contraste, otros autores han postulado que esta relocalizacién de DMT1 en

respuesta al hierro podria ser un mecanismo regulatorio que le permitiria al intestino

frenar la entrada de hierro ante una oferta excesiva del metal, redistribuyendo




rapidamente la proteina sin afectar los niveles de proteina total, mucho antes que se
efectie la regulacion transcripcional que ha sido descrita para la isoforma +IRE y que
ocurre en escalas de tiempo mayores (Johnson DM y cols., 2005; Nufiez, 2010; Nufiez y

cols., 2010).

A Anti-DMT1 B Anti-DMT1

O
_

+Fe

DMT1 TOPRO Merge

Control

+ Fe

Figura 1. La oferta de hierro induce cambios notables en la distribucion de DMT1. (A)
DMT]1 (verde) en epitelio intestinal de rata en condiciones de ayuno (-Fe) y 20 minutos tras la
administracién de un bolo de hierro (+Fe) (dosis de pellet, 250 mg, que contuvo una cantidad
definida de hierro como FeSO, a una dosis de 50 pg Fe/g peso corporal). (B) DMT1 (verde) en
células Caco-2 preincubadas en medio bajo en hierro (-Fe) y 10 minutos tras la aplicacion de
hierro 1 uM (ascorbato ferroso 1 pM). La monocapa de células Caco-2 fue disectada
optimamente cada 2 pm para dar 12 cortes por cada campo. (C) DMT1 (rojo) en epitelio de rata
en condiciones de ayuno (control) y 2,5 hrs tras la aplicacion de una dosis de hierro (+Fe)
(inyeccion intragastrica, FeSO4 20 mg en 250 uLL HCI 0,01 N, preparado inmediatamente antes
de la administracion; la solucion contuvo acido ascérbico 5 M) La barra de escala representa 60
um. (A) y (B) tomadas de Ma y cols., 2006. (C) tomada de Nuiiez y cols., 2010.



Este fenémeno de relocalizacién de DMT1 en respuesta al hierro entendido como
una respuesta regulatoria podria explicar el fenémeno de bloqueo mucosal (Hahn y cols.,
1943; Stewart y cols., 1950; Frazer y cols., 2003). El bloqueo mucosal describe la
capacidad del epitelio intestinal de hacerse refractario a la absorcién de hierro tras haber
recibido una dosis elevada. Esta respuesta es extremadamente rapida estableciéndose en
un lapso temporal de 1 a 2 horas. En esta propuesta, DMT1 podria relocalizarse de tal
forma que promoviera ademas del bloqueo en la absorcién, una respuesta de reversiéon
de la carga de hierro (Nufiez y cols., 2010; Nufiez, 2010). Pues en efecto, la eventual
relocalizacién de DMT1 al dominio basolateral podria incrementar la incorporacién

basolateral de hierro (Nufiez y cols., 2010).

Todo este proceso de endocitosis y relocalizacion de DMT1 en respuesta al
hierro se da en escalas de tiempo de 30 a 60 minutos (Ma y cols., 2006; Nuiiez, 2010),
consistente con el tiempo que demora el bloqueo mucosal, tiempo en el cual, una oferta
de hierro 100 pM a células Caco-2 del epitelio intestinal ha mostrado no variar los
niveles de mensajero, los que se mantienen estables durante al menos 4 horas, variando
significativamente sélo tras 24 horas de tratamiento (Johnson DM y cols., 2005).
Ademas, este proceso se efectiia en ausencia de sintesis denovo de DMT]1, pues se ha
mostrado que ocurre igualmente en presencia de cicloheximida y que el nivel de proteina
total de DMT1 en estas condiciones no varia significativamente durante al menos 24

horas (Johnson DM y cols., 2005).

En resumen, segun los datos disponibles en la actualidad, la oferta de hierro

induce un movimiento endocitico de DMT1 hacia compartimentos internos, pero no esta



demostrado claramente que esta respuesta permita el transporte normal de hierro
transepitelial o sea una respuesta regulatoria que contemple su enriquecimiento en las
membranas basolaterales, su secuestro intracelular o su eventual degradacién. De igual
forma, no se conocen los factores o intermediarios moleculares que le permiten al hierro
gatillar esta endocitosis rapida de DMT1. Sin embargo, esta respuesta parece ser
especifica para la isoforma DMT1+IRE, pues ha sido reportado que no ocurre con la

isoforma DMT1-IRE (Johnson DM y cols., 2005).

Hierro y la produccién de ROS

Como se ha mencionado el hierro, en su estado de oxidacién +2, es un productor
de ROS como se ejemplifica en la reacciones de Haber-Weiss y Fenton. Segun estas
reacciones, con la presencia de hierro y oxigeno se generan superéxido, peréxido de

hidrégeno y radical hidroxilo (Valko y cols., 2005).

Reacciones de Haber-Weiss / Fenton

(1) 2Fe*? + 20, « 2Fe"” +20,"" AG= 25,1 KJ/mol
(2) 20, + 2H' — H;0, +0, AG =-85,9 KJ/mol
(3) Fe? + H,0, — Fe® +OH +OH’ AG =-27,0 KJ/mol
(4.) 3Fe**+ O, + 2H" — 3Fe™ +OH™ +OH’ AG =-87,8 KJ/mol

Las reacciones 1-3 se conacen como Haber-Weliss; la reaccién 3 se conoce como Fenton

Este set de reacciones describe que el Fe** en presencia de oxigeno cataliza la
produccion de superdxido (1.), el que répidamente autodismuta a perdxido de hidrégeno

(2.). El per6xido de hidrégeno en presencia de mas Fe™ genera el altamente reactivo



radical hidroxilo (3.). Este fendmeno ocurre intracelularmente y en el medio de cultivo.
Mientras exista oxigeno y el hierro este libre de la unién a proteinas, estara
continuamente alternando entre sus estados de oxidacién y el ciclo continuard
produciendo especies reactivas (Breuer y cols., 2008). Esta produccién de ROS se
favorece en el exterior celular por la abundante presencia de oxigeno en el medio de
cultivo e intracelularmente dado el ambiente reductor celular y la presencia de
ferrireductasas que permiten que el hierro ingresado alterne activamente entre sus

estados di y tri-valentes (Breuer y cols., 2008)

ROS como posibles mediadores del proceso de relocalizacion de DMT1 en

respuesta a hierro.

Debido a que el hierro cataliza la produccioén de especies reactivas del oxigeno,
una interesante posibilidad es que las ROS producidas en presencia de hierro puedan ser
una sefial de internalizacion de DMTI1. En efecto, el hierro entrante podria modificar
rapidamente el tono redox celular, favoreciendo la modificacién de proteinas sensibles a
modificaciones oxidativas, entre éstos, el propio DMT1 o las proteinas accesorias

responsables de su endocitosis.

Otra posibilidad es que especies reactivas del oxigeno extracelulares puedan
modificar la membrana plasmatica, permitiendo o induciendo la internalizacién de

DMT1.

En este trabajo nos propusimos estudiar el papel del tono oxidativo intra y

extracelular inducido por hierro en el trafico y la relocalizacién temprana que




experimenta DMT1 en respuesta a la oferta de hierro. Como modelo de absorcion
intestinal, utilizamos la linea celular humana Caco-2 crecidas en insertos bicamerales,
donde estas células alcanzan un fenotipo completamente polarizado de epitelio
intestinal. Los insertos bicamerales permiten ademas el acceso diferencial a las
membranas apicales y basolaterales y representan un modelo simplificado del proceso de

absorcidn intestinal de hierro (Figura 2).

m Apical

/
apical /

Figura 2. Modelo de estudio. Células Caco-2 crecidas en insertos bicamerales en un
sistema simplificado de absorcion intestinal de hierro. El modelo postula que la
endocitosis o internalizacion del transportador de hierro DMT1 inducido por hierro,
podria involucrar las especies reactivas del oxigeno (ROS) producidas por la oferta de
hierro. Debido a que la oferta de hierro genera en este sistema especies reactivas
extracelulares e intracelulares, consideramos que la naturaleza de esta sefial oxidativa
podria ser extra o intracelular. Una vez internalizado, DMT1 podria ser destinado de
vuelta a la membrana apical (reciclaje), destinado a degradacion, o a la membrana
basolateral.
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HIPOTESIS

“Hierro induce la endocitosis del transportador DMTI1+IRE mediante la

produccion de especies reactivas del oxigeno”.

OBJETIVOS
a. Objetivo general:

Investigar si la endocitosis de DMTI+IRE inducida por hierro requiere la

produccion de especies reactivas del oxigeno.
b. Objetivos especificos:

1. Determinar la cinética de internalizacién de DMT1+IRE en las membranas
apicales a lo largo del tiempo, en condiciones basales y tras la aplicacién de hierro
apical.

2. Determinar en células Caco-2 la produccién de ROS tras la adicion de hierro.

3. Investigar si el tratamiento con antioxidantes y atrapadores de especies
reactivas del oxigeno puede bloquear la respuesta de internalizacion de DMT1+IRE en

respuesta a hierro.

4. Investigar si la produccién de ROS en ausencia de hierro puede recrear la

endocitosis de DMT1+IRE.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos generales. acrilamida, acido ascdrbico, persulfato de amonio, azul de
bromofenol, 2-mercaptoaetanol, bis-acrilamida, BSA, CaCl,, deoxicolato de sodio,
EDTA, etanol, FeCls, Fe(NH,)2(SOs4),, glicina, glicerol, glucosa, HEPES, HCI, KCI,
KH,PO,4, MgCl,, MgSOs, metanol, NaCl, Na,HPO,, NaHCO;, NaOH, NP40, NTA,

NH,4Cl1, PMSF, rojo ponceau, SDS, TEMED, TRIS y Tween20.

Equipos utilizados. Campana de Flujo Laminar Horizontal, NuAire; Campana
de Flujo Laminar Vertical MSC9, Jouan; Incubador HEPA Class 100, Thermo Electron
Corporation; Microcentrifuga MIKRO 22R, Hettich; Multimetro Millicell® ERS-2,
Millipore; Lector de Placas Sunrise™, Tecan; Sistema para Geles Mini-PROTEAN® II
Electrophoresis Cell, Bio-Rad; Sistema de Transferencia Trans-Blot® Electrophoretic

Transfer Cell, Bio-Rad; Lector de Fluorescencia Synergy 2™, BioTek.

Sondas fluorescentes. 2°,7 -diclorodihidro fluoresceina-diacetato (DCDHF-AM)

y calceina-AM (Invitrogen, Molecular Probes).

Cultivo celular. Células Caco-2 (CRL-2102, American Type Culture Collection,
Rockville, MD, USA) crecidas en insertos bicamerales. Estas células se diferencian a un
fenotipo de intestino delgado fetal formando monocapas celulares con uniones estrechas.

Las células fueron cultivadas en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)

(Gibco®, Life Technologies), suplementado con NaHCOj3 3,7 g/L, esterilizado mediante




filtros de 0,22 pm (TPP, Techno Plastic Products AG) y complementado con solucién de
antibidtico y antimicético (Anti-Anti, Gibco®, Invitrogen) y suero fetal de bovino (SFB)
10 % (Gibco®, Invitrogen). Para la mantencion de las células se sembraron en placas de
60 mm (P60, Corning) a una densidad de 150.000 células/placa y fueron cultivadas
durante 7 dias, con cambio de medio dia por medio. Para los cambios de medio las
células se lavaron 2 veces con amortiguador fosfato salino modificado por Dulbecco
(PBS) (Gibco®, Invitrogen). Para los pasajes de las células se utilizé tripsina (0,5 %
Trypsin-EDTA, Gibco®, Invitrogen). Para los experimentos de biotinilacidn, las células
fueron sembradas a una densidad de 100.000 células/inserto en insertos bicamerales de
30 mm de didmetro con un poro de 0,4 pm (Millicell® Cell Culture Inserts, Millipore)
durante 20-21 dias, con cambio de medio dia por medio. Durante todo este periodo se
monitoreé su resistencia transepitelial, mediante un multimetro (Millicel® ERS-2,
Ephitelial Volt-Ohm-Meter, Millipore), se consideré que la monocapa de células estaba
intacta cuando los insertos registraron una resistencia mayor a 250 ohmxcm?® (Alvarez-
Hernandez y cols., 1991). Para los registros de fluorescencia, las células se sembraron en
placas de 24 pocillos (Corning-Costar) a una densidad de 15.000 células/pocillo y se
cultivaron durante 7-8 dias, con cambio de medio dia por medio. Las células fuieron
sembradas en placas de 6 insertos para las biotinilaciones, cada una de estas placas se
utilizé para obtener una réplica biolégica de los experimentos respectivos. En el caso de
los registros de fluorescencia, las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos, lo
que permitié hacer determinaciones en duplicado para cada concentraciéon de hierro

ocupada.
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Preparacién de las soluciones de Fe'? y Fe™. Se ofreci6 a las células 3 fuentes
de hierro. Se probaron dos fuentes de Fe'? que consistieron en sulfato de amonio ferroso,
Fe(NH,)2(SOs), (FAS), y otra solucién de ascorbato ferroso (Fe:Asc). La solucién de
FAS es la mas parecida a la oferta de hierro que tienen las células del epitelio intestinal
in vivo, pero precipita rapidamente en solucidn por lo que se prepard fresca para cada
experimento y las incubaciones no fueron por mas de 90 minutos, para asegurar que la
menor cantidad de precipitacion ocurriese. Se prepard una solucién stock de FAS 5 mM,
disuelta en dH,0. La otra fuente de Fe™ fue una mezcla de FeCls y ascorbato (1:20,
mol:mol) (Fe:Asc). Para preparar esta solucién se mezclé una solucién de FeCls
100 mM (disuelta en HCI 1 N) con otra solucién de ascorbato 1 M para permitir que el
hierro se mantuviera en solucién en su estado de oxidacién +2. Se prepard una solucion

stock Fe:Asc 3 mM.

Se prob6 también una fuente de Fe", como Fe:NTA. Esta solucién se prepard
mezclando una solucion stock de FeCl; 100 mM (disuelta en HC1 1 N) con NTA
100 mM (4cido nitrilotriacético, Sigma-Aldrich) en una relacién Fe:NTA de (1: 2,2,
mol:mol), preparandose una solucidn stock Fe:NTA 5 mM. El NTA permitié que el

hierro permaneciera en forma estable en su estado de oxidacién +3 en solucidn.

Agentes que afectan el tono redox usadas en las preincubaciones: NAC (N-
acetil-L~cisteina, Sigma-Aldrich); DMSO (dimetil sulféxido, Merck); SOD (superdxido
dismutasa, Sigma-Aldrich); CAT (catalasa, Sigma-Aldrich), y H,0, (perdxido de

hidrégeno 30 %, Perhydrol®, Merck). En todos los experimentos realizados, las células
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Caco-2 fueron incubadas durante la noche en DMEM 2 % SFB como una forma de
disminuir el LIP, previo a la oferta con hierro. E1 SFB contiene el hierro necesario para
el cultivo celular. Por lo tanto, al disminuir la concentracién del SFB se disminuye la
cantidad disponible de hierro. Todas las preincubaciones fueron realizadas en DMEM

sin suero.

Los tiempos de incubacion fueron los siguientes: NAC 5 mM durante 1 hora 30
minutos; DMSO 0,4 % V/V durante 30 minutos; SOD y catalasa 100 U/mL durante 1

hora.

Biotinilacion selectiva de proteinas de superficie. Una vez aplicados los
tratamientos a las células (incubacién con diversas ofertas de hierro por diversos
tiempos y en presencia o ausencia de bloqueadores y los otros agentes empleados) se
procedi6 a biotinilar las proteinas de la membrana apical para cuantificar la presencia o
ausencia de DMTI1+IRE. Con la placa en hielo, las células se lavaron 3 veces con PBS-
CaMg frio (PBS suplementado con MgCl, 1 mM y CaCl; 1,3 mM). Para biotinilar las
placas de insertos se incubaron con 500 pL de una solucién de biotina 0,5 mg/mL en
PBS-CaMg (EZ-Link® Sulfo-NHS-LC-Biotin, Pierce, Thermo Scientific) en la camara
apical, y se compensé con 1 mL de PBS-CaMg en la cAmara basolateral. Se incub6 por
30 minutos en hielo con agitacion suave para permitir la conjugacion de las proteinas
con la biotina. Terminada esta incubacién, se eliminé la biotina, y se lavaron las células

con NH,Cl1 50 mM en PBS-CaMg frio para neutralizar la biotina libre que no se conjugé

15




a las proteinas de superficie. Ademas se lavaron las células dos veces con PBS-CaMg.

Terminados los lavados se procedio a preparar los extractos celulares.

Preparacion de extractos celulares. Una vez aplicado a las células el
tratamiento respectivo y biotiniladas las proteinas de la membrana apical, se prepar6 un
extracto estandar de proteinas mediante la incubacion de las células con amortiguador
de lisis RIPA, pH 7,5: Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, NP-40 1 %, SDS
0,1 %, deoxicolato de sodio 0,5 % y PMSF 1 mM (fenilmetilsulfonil fluoruro, Sigma-
Aldrich). El amortignador se suplementé con un cocktail de inhibidores de proteasas
(Complete®, Mini EDTA-free, Roche). Los insertos se agitaron a 4 °C durante 1 hora,
tras lo cual se desprendieron la totalidad de las células usando un scrapper y se colectd
el extracto en tubos eppendorfs de 1,5 mL. Para asegurar la solubilizacién total de las
proteinas de membrana se agité vigorosamente (vortex) durante 2 minutos.
Posteriormente se centrifugd a 12.000 rpm (14.160 RCF) durante 15 minutos. El
sobrenadante se usé para la determinacién de la concentracién de proteinas y para la

posterior precipitacion con streptoavidina unida a esferas de agarosa.

Determinacion de la concentracion de proteinas. Para la determinaciéon de la
concentracion de proteinas en los extractos celulares se ocupd el método del BCA
(Bicinchoninic Acid™, Pierce, Thermo Scientific), una derivacién del método Lowry
para determinar concentracion de proteinas, que genera un complejo coloreado con

Cu*2. Como estandar se ocupé una solucién stock de BSA (albimina de suero bovino
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disuelta en dH,O) a una concentracién de 1 mg/mL. El método desarrolla un color que
varia desde el verde hacia el morado y se determind la absorvancia a 562 nm en un
lector de placas Sunrise™ (Tecan). Para cada determinacion de la concentracién de
proteinas se construy6 una curva de calibracién con cantidades conocidas de BSA y se
determind la concentraciéon de proteinas de las muestras a partir de dicha curva de

calibracion. Se calculd el volumen necesario para obtener 100 pg de proteinas totales.

Preparacion de streptoavidina unida a esferas de agarosa y precipitacion.
En experimentos previos en nuestro laboratorio se establecio el volumen necesario de
esferas que permite precipitar la totalidad de las proteinas conjugadas a biotina
presentes en 100 pug de extracto total. Se precipitaron 100 pg de proteinas totales con
30 pL de la solucién stock al 50 % de streptoavidina unida a esferas de agarosa
(Streptavidin Agarose Resin®, Pierce, Thermo Scientific). En un experimento tipico se
analizaron 6 insertos. Para la precipitacion de 6 muestras se tomaron 200 pL de la
solucion stock de esferas y se lavaron durante 1 hora a 4 °C con 600 pL de amortiguador
de lisis RIPA para permitir su hidratacién total y aclimatacién al medio de precipitacion.
Para rescatar las esferas se centriguraron durante 1 minuto a 1.300 rpm (3.910 RCF). El
sobrenadante se descartd, dejando 200 pL originales y se agregé 100 pL de dH,O y
50 pL de SDS 10 %. Los 350 pL finales se separaron en 6 tubos eppendorfs, y
posteriormente se le agregd el volumen necesario de streptoavidina-agarosa para
precipitar cuantitativamente las proteinas biotiniladas como descrito més arriba. Por lo

tanto, cada tubo contuvo la misma cantidad de streptoavidina unida a esferas de agarosa
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y la misma cantidad de proteinas totales. La precipitacién se llevé a cabo durante la

noche a 4 °C con agitacién suave.

Preparacion de las muestras precipitadas. Se realizé segin metodologia
descrita (Arredondo y cols., 2006). Tras la incubaciéon durante la noche con
streptoavidina unida a agarosa, la solucién de precipitacién se centrifugé a 1.300 rpm
(3.910 RCF) durante 1 minuto y el sobrenadante se descartd. Posteriormente las
proteinas biotiniladas unidas a las esferas de agarosa se lavaron secuencialmente con las
soluciones denominadas TPII, TPIII y TPIV. Después de cada lavado, las esferas se
rescataron centrifugandolas a 1.300 rpm (3.910 RCF) durante 1 minuto. Estas soluciones
fueron: TPII: Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, BSA 0,2 % y SDS
0,1 %; TPHI: Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM y BSA 0,2 %;
TPIV: Tris-HCI 20 mM, pH 8,0. Tras el lavado con TPIV las esferas se dejaron lo més
secas posible y se resuspendieron en 30 pL de amortiguador de carga 5X (Tris-HCI
60 mM pH 6,8, glicerol 25 %, SDS 2 %, 2-mercaptoetanol 14,4 mM y azul de
bromofenol 0,1 %). Esta solucién con las proteinas precipitadas se calenté a 100 °C
durante 5 minutos para separar las proteinas de las esferas. La totalidad de esta solucién

se cargd en un gel de poliacrilamida.

Geles de poliacrilamida y transferencia a membranas de nitrocelulosa. Se
prepararon geles de poliacrilamida al 10 % en condiciones desnaturantes. Los geles se

preparon utilizando el sistema Mini-PROTEAN® II Electrophoresis Cell (Bio-Rad). Se
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cargd un carril con un estiandar de peso molecular Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein (Fermentas). Para la corrida del gel se us6 un amortiguador preparado fresco con
Tris 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0,1 %. Los geles se corrieron a 80 mV durante 30
minutos hasta que la carga pasé al gel separador. Posteriormente se subio el voltaje a
100 mV vy se continué corriendo durante 90 minutos hasta que el frente salié del gel. El

tiempo total de corrida fue de 2 horas.

Para la transferencia se utilizé el sistema Mini Trans-Blot® Electrophoretic
Transfer Cell (Bio-Rad). Los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
(PROTRAN®, Whatman®, PerkinElmer™) utilizando un amortiguador de
transfererencia con Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20 % y SDS 0,01 %, el que
se preparé fresco y se enfrié previamente en hielo. La transferencia se montd y se

efectud a 4 °C y a 300 mA, corriente constante durante 90 minutos.

Anticuerpos. En esta tesis se utilizé6 un anticuerpo policlonal producido en
conejo anti-DMT1 isoforma +IRE, producido por encargo a Bio-Synthesis (Bio-
Synthesis Inc., Lewisville, Texas). El péptido antigénico fue: GCSKVLLSEETTRGY,
que es una secuencia consenso para ratén, rata y humano, correspondiente a un
segmento proteico en el carboxilo-terminal de DMT1 +IRE. Los aminoacidos que
reconoce el anticuerpo estan destacados con asteriscos (*) en la Figura 13. Se utilizd
también un anticuerpo anti-ferroportina, monoclonal producido en ratén, con la
secuencia CGPDEKEVTKENQPNTSVV (Centro de Servicios de Inmunologia,

Facultad de Ciencias, U. de Chile). Se utilizaron los anticuerpos secundarios anti-IgG de

19




conejo, acoplado a peroxidasa (InmunoPure® Antibody, Pierce, Thermo Scientific) y
anti-IgG de ratén, acoplado a peroxidasa (InmunoPure® Antibody, Pierce, Thermo

Scientific)

Inmunodeteccion. Terminada la transferencia se comprobd el éxito de ésta
tifiendo la membrana con rojo ponceau. Esta tinciéon es reversible y no afectd la
inmunodeteccién. Se incubd durante unos minutos y se lavé con dH;0, se destifid
completamente con TBS-T20, pH 7,5: Tris-HC1 10 mM, NaCl 150 mM y Tween20

0,1 %.

Para la inmunodeteccion de DMTI1+IRE se us6 el siguiente protocolo: bloqueo
en leche descremada al 5 % preparada en TBS-T20. El bloqueo se efectué durante la
noche a 4 °C. Posteriormente se lavé una vez con TBS-T20 y se incub6 con el
anticuerpo primario consistente en una solucién de leche al 1 % en TBS-T20 usando el
anticuerpo DMT1+IRE a una concentraciéon de 1:1.000. Se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron las membranas 3 veces con 30 mL de
TBS-T20 durante 15 minutos cada vez. Luego se incubaron las membranas con el
anticuerpo secundario consistente en una solucién de leche al 1 % en TBS-T20 usando
el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo a una concentracién de 1:10.000. Se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron las membranas 3
veces con 30 mL de TBS-T20 durante 15 minutos cada vez y se revelaron las
membranas usando el kit SuperSignal® West Pico Chemiluminiscent Substrate (Pierce,

Thermo Scientific).

20




Para la inmunodeteccién de ferroportina se us6é el mismo protocolo. La
concentracién de anticuerpo anti-ferroportina fue de 1:500. Para este anticuerpo se usé

el anticuerpo secundario anti-IgG de ratén a una concentracién de 1:5.000.

Determinacién de Ia entrada de hierro y produccion de ROS intracelulares.
Se utilizaron las sondas calceina~-AM que permite seguir la entrada de hierro (San Martin
y cols., 2008) y la sonda DCDHF-DA, para determinar la produccion de ROS (Nufiez y
cols., 2004). En estos experimentos, las células Caco-2 fueron sembradas en placas de
24 pocillos y crecidas durante 7-8 dias en DMEM 10 % SFB. El dia previo al
experimento se cambié el medio de mantencién por DMEM 2 % SFB y fueron
incubadas durante la noche, para disminuir la disponibilidad de hierro y disminuir el
LIP. Para las preincubaciones se usé DMEM sin suero. Previo a la carga de los
fluoréforos se lavaron 3 veces con DMEM sin suero y sin rojo fenol (Sigma-Aldrich).
La carga de los fluoréforos se realizé en DMEM sin suero y sin rojo fenol. La
concentracién y los tiempos de carga para cada fluoréforo fueron los siguientes: para la
calceina-AM se utilizé una concentracién de 1 pM dur?.nte 15 minutos y para la
DHDCF-DA se utilizé una concentracién de 10 pM durante 10 minutos. Las soluciones
con los fluoréforos v la placa con las células durante y tras la carga fueron mantenidas
en la oscuridad. Después de la carga, las células fueron lavadas dos veces con DMEM
sin suero y sin rojo fenol y una vez con amortiguador fisiolégico HBSS, pH 7,4: NaCl
137 mM, KCl1 5,4 mM, CaCl, 1 mM, MgCl, 0,5 mM, KH,PO, 0,4 mM, MgSO, 0,4 mM,

Na,HPO, 0,3 mM, HEPES 25 mM y glucosa 5 mM. Para el registro de fluorescencia las
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células fueron incubadas en HBSS, 300 pL por pocillo, y se les permitio a las células un
tiempo de recuperacion de 5 minutos a 37 °C en el incubador, previo a la obtencién de
los registros. Para los lavados e incubaciones se usaron soluciones precalentadas a 37 °C
y los registros fueron obtenidos también a 37 °C, en un lector de fluorescencia Synergy
2™ (BioTek), usando para ambas sondas las longitudes de onda de exitacién y emisién,
Ex/Em, 485/528. Para la obtencidn de los registros se midi6 la fluorescencia durante 5
minutos para obtener la linea base, tras lo cual se ofrecié a las células diversas
concentraciones de FAS. Para la presentacion de los datos, se dividié cada dato de
fluorescencia obtenido (F) por la fluorescencia inicial registrada (FO), obteniéndose para

cada punto en el tiempo un valor de F/FO.

Programas utilizados. Para realizar la construccién de todos los graficos se
utilizé el programa GraphPad Prism 5. Este programa fue ocupado ademds para realizar

las regresiones lineales y regresiones no lineales.

Para realizar las densitometrias de las réplicas en los experimentos del efecto de

NAC, DMSO, SOD, catalasa y peréxido de hidrégeno se ocup¢ el programa Image].

Analisis estadistico. Se realiz6 mediante el programa GraphPad InStat,
utilizando un test ANOVA (Analisis de Varianza) de una via (el parametro a comparar

fue la abundancia de DMTI1+IRE en la membrana apical).
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RESULTADOS

1. Determinacién de la cinética de internalizacion de DMTI1+IRE en las
membranas apicales a lo largo del tiempo, en condiciones basales y tras la

aplicacion de hierro apical.

Mediante la biotinilacién selectiva de la membrana apical y posterior
precipitacién usando streptoavidina unida a esferas de agarosa se sigui6 la endocitosis
de DMT1+IRE que desencadena la oferta de hierro. A través de esta técnica sumamente
sensible, se siguié por un periodo de 90 minutos la presencia y desaparicion de
DMTI+IRE desde el dominio apical de células Caco-2 en tiempos crecientes desde la

aplicacion del hierro apical.

Para la construccién de estas cinéticas se investigd el efecto del hierro utilizando
3 formas de Fe en el medio apical a una concentracion de 20 pM (Figura 3A). Las tres
ofertas de hierro provocaron una disminucién de DMT1+IRE en la membrana apical y
una posterior recuperacién tal como ha sido descrito (Ma y cols., 2006). Este efecto de
induccién de la endocitosis y posterior retorno a la membrana de DMTI+IRE fue
observado para las tres ofertas de hierro. En claro contraste, la presencia de ferroportina
en la membrana apical en estas mismas condiciones no mostré variacién de abundancia
en el tiempo (Figura 1C). Estos cambios de abundancia de DMTI1+IRE en la membrana
apical fueron provocados por la oferta de hierro, pues comprobamos que no se efectué

en condiciones basales en ausencia de hierro (Figura 3B)
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Figura 3. Cinética de internalizacion de DMTI+IRE inducida por la oferta de hierro. (A)
DMTI+IRE detectado por biotinilacion de la membrana apical a tiempo cero y en diversos
tiempos tras la aplicacion de Fe:NTA (Fe™), FAS (Fe?) y Fe:Asc (Fe®) 20 pM. (B)
Inmunodeteccion de DMT1+IRE detectado por biotinilacion de la membrana apical, en ausencia
de hierro. (C) Inmunodeteccion de ferroportina (Fp) detectada por biotinilacion de la membrana
apical, en ausencia y tras la aplicacion de FAS 20 puM. (D) Tincion con rojo ponceau de los
extractos apicales biotinilados en ausencia y tras la aplicacion de FAS 20 pM, mostrando el
tipico bandeo de las muestras tras la precipitacion con streptoavidina unida a esferas de agarosa.
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Para tener una estimacion de la carga al gel en los experimentos de biotinilacion,
tefiimos la membrana de nitrocelulosa con rojo ponceau (Figura 3C). La tincién mostr6
que la cantidad de proteinas precipitadas totales fue relativamente constante. Por lo
tanto, la disminucién que observamos en DMT1+IRE no se debe a que exista variacién

en la carga del gel.

De las tres ofertas de hierro, la que provocé un efecto mas pronunciado fue la
oferta con Fe:Asc 20 uM (Fe*?), provocando una disminucién de DMT1+IRE desde la
membrana apical tras 15 minutos de incubacién. Sin embargo, a los 30 y 45 minutos
tras esta oferta de hierro la marca para DMTI1+IRE aumentd, volviendo a disminuir a
los 60 minutos y manteniéndose baja tras 90 minutos de incubacidn. Por otro lado, la
oferta que tuvo un efecto mas lento en cuanto a la internalizacion inicial de DMT1 fue
la oferta con Fe:NTA 20 pM (Fe™), verificandose la primera disminucién recién a los
45 minutos. Tras 60 minutos de incubacion con hierro, DMT1-+IRE volvio a encontrarse
elevado en la membrana y disminuyd nuevamente tras 90 minutos. Esta cinética
retardada puede ser explicada considerando que la oferta de hierro disponible para
transporte a partir de Fe:NTA debe ser menor, debido al efecto secuestrador del
quelante y a la necesaria reducién a Fe* previo al transporte por DMT1. Finalmente, un
efecto intermedio entre los dos descritos se obtuvo con la oferta con FAS 20 uM (Fe*),
verificAndose la primera desaparicion tras 15 minutos de incubacién con hierro, la que
se mantuvo hasta los 30 minutos. A los 45 minutos la cantidad de DMT1+IRE en la

membrana apical aumento, volviendo a disminuir tras 60 y 90 minutos de incubacion.
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Para las tres ofertas de hierro se produjo una disminucidén con respecto a la

marca control tras 90 minutos de incubacidn con Fe.

La oferta con FAS es la mas parecida a la oferta fisioldgica de hierro in vivo, por
lo que se us6 para todos los experimentos que se describen mas adelante en esta tesis.
Adicionalmente, decidimos descartar Fe:NTA y Fe:Asc como formas de oferta de hierro
considerando que el NTA disminuye la oferta de hierro transportable en tanto que, por
su capacidad reductora, el ascorbato podria interferir en el tono redox celular. Ademas,
ha sido demostrado que la oferta de ascorbato provoca per se un efecto en la expresion
de DMTI, ferritina y Dcytb en células Caco-2 (Scheers y Sandberg, 2008), lo que
podria dificultar nuestras futuras conclusiones. De esta forma, decidimos investigar qué
factor o factores asociados a la adicién de hierro inducen la endocitosis de DMT1+IRE
que se observa a los 15 minutos tras la aplicacién de FAS como oferta de hierro

fisioldgico.

En estos experimentos, el anticuerpo anti-DMT1+IRE que fue utilizado siempre
arrojo la presencia de dos bandas que migraron entre los estandares de peso moleculares
72 vy 52 KDa. Cuando corrimos nuestras muestras con otro marcador de peso molecular,
el doblete migr6 a la misma altura del marcador de 64 kDa (Figura 8A). Creemos que
este doblete identifica la isoforma 1A que es mayoritariamente expresada en este tipo
celular (Hubert y Hentze, 2002) y podria indicar la presencia de las variantes
glicosiladas y no glicosiladas de la isoforma 1A/+IRE (Tabuchi y cols., 2002). Para la
cuantificacién en las densitometrias de los experimentos posteriores siempre se

consideraron ambas bandas.
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2. Determinacion en células Caco-2 de la produccion de ROS tras la adicion

de hierro.

Se verifico el ingreso del hierro al pool de hierro citosolico, mediante la sonda
calceina-AM. Calceina-AM es una molécula permeable no fluorescente que emite
fluorescencia tras ser clivada intracelularmente a calceina mediante esterasas
citoplasmaticas. La sefial fluorescente de esta sonda experimenta un apagamiento al unir

metales como el hierro.
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Figura 4. Entrada de hierro a células Caco-2. Registros de apagamiento en la fluorescencia de
calceina inducida por diversas concentraciones de FAS. Se registr6 una linea base durante 5
minutos, tras lo cual se aplicé la cantidad de hierro correspondiente. Cada valor de fluorescencia
esta dividido por la fluorescencia inicial registrada, F/F0. Los valores corresponden a la media +
la desviacion estandar de dos determinaciones.

27




La oferta de FAS indujo un rapido decaimiento de la fluorescencia de calceina
desde concentraciones FAS 1 uM, en una cinética que se diferencié claramente de la
fluorescencia registrada en ausencia de hierro y que representa el apagamiento
espontaneo de la sonda en el tiempo (trazo azul, Figura 4). La oferta con FAS 10 pM
provocd que la fluorescencia bajara a la mitad de la fluorescencia inicial tras 45 minutos
de registro, siendo sélo ligeramente diferente a la disminucién provocada por FAS
25 uM. De una forma similar, una oferta de FAS 50 pM provoco casi la misma caida en
la fluorescencia que una oferta de FAS 100 pM, lo que es un claro indicio que en estas
concentraciones la capacidad de transporte de hierro al interior celular ha alcanzado su
méximo y el transporte se encuentra saturado. Para cuantificar este proceso, realizamos
regresiones no lineales de las curvas de apagamiento de la calceina para cada
concentracién de hierro. Ocupamos un ajuste basado en un modelo de ecuacién de
decaimiento exponencial de una fase (Figura 5A), obteniendo para cada curva un valor
de constante de velocidad K. Al graficar estas constantes de velocidad en funcién de la
concentracién de hierro y hacer una regresion no lineal con un ajuste micaeliano (Figura
5B) obtuvimos para este proceso una velocidad méaxima de 8,2 +/- 0,19 hrs™ y una Ko s
de 0,4 +/- 0,087 uM Fe. El grafico de la Figura 5B mostré que desde la oferta 10 pM se
alcanza la maxima velocidad de apagamiento de la calceina lo que es claro indicio que a

partir de esta concentracion el transporte de hierro se encuentra saturado.
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Ajuste con Decaimiento Exponencial de una Fase
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Figura 5. Determinacion de las constantes de velocidad de apagamiento de calceina y su
dependencia de la concentracion de hierro. (A) Regresion no lineal de las curvas obtenidas en
la figura 4 con un ajuste de decaimiento exponencial de una fase. Para cada concentracion de
hierro se obtuvo un valor de K, la constante de velocidad de apagamiento de la calceina. (B)
Constantes de velocidad de apagamiento de calceina en funcion de la concentracion de hierro. El
ajuste con ecuacion micaeliana indic una velocidad méaxima de 8,2 +/- 0,19 hrs y una Ky 5 de
0,44 +/- 0,087 uM Fe.
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Por otro lado, comprobamos que la oferta de FAS a las células Caco-2 provoco la
generacién de ROS, para lo cual las células fueron cargadas con la sonda DCDHF-DA.
DCDHF-DA es hidrolizado al interior celular al compuesto no fluorescente 2,7-
diclorodihidro fluoresceina el cual emite fluorescencia al ser oxidado por ROS a 2°,7'-
dicloro fluoresceina (DCF). Por lo tanto, la fluorescencia emitida por DCF refleja
directamente el status oxidativo de una célula (Ntfiez y cols., 2004).

Variando la concentracién de FAS ofrecida, observamos que desde
concentraciones de hierro 1 pM, la cinética de generacion de ROS se diferenci6
claramente del prendimiento esponténeo de la sonda en ausencia de hierro (trazo azul,
Figura 6). Concentraciones mayores de hierro provocaron que la sonda aumentara su
fluorescencia aproximadamente 4 veces la fluorescencia inicial, tras 2 horas de registro.
Estos resultados nos sorprendieron pues pensamos que dado que este tipo celular es un
linaje que debe lidiar con concentraciones elevadas de hierro y otros oxidantes, deberia
tener un mecanismo eficiente de defensas antioxidantes. Datos de nuestro laboratorio
nos indicaban que las células Caco-2 tienen niveles muy elevados de glutation, el nivel
mas alto tras las células hepaticas. Sin embargo, estos experimentos nos mostraron
claramente que la incorporacién a la célula de hierro, desde la concentracion mas baja
ocupada, provoca una robusta produccién de ROS al interior de las células Caco-2. Esta
generacién de ROS inducida por hierro puede tener una funcidn fisiologica al modificar

el estatus oxidativo celular (Drége, 2002).
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Figura 6. Generacion de ROS inducida por el hierro entrante. Registros de emision de
fluorescencia de la sonda DCF inducida por diversas concentraciones de FAS. Se registré una
linea base durante 5 minutos, tras lo cual se aplico la cantidad de hierro correspondiente. Cada
valor de fluorescencia esta dividido por la fluorescencia inicial registrada, F/F0. Los valores
corresponden a la media + la desviacion estandar de dos determinaciones.

El andlisis de las curvas de produccién de ROS inducidas por la oferta con FAS,
indicé que el aumento de la fluorescencia es lineal en los primeros 10 minutos tras la
aplicacion del hierro (Figura 7A) y que no hay gran diferencia en las pendientes de
aumento de la fluorescencia provocada desde 10 puM hasta 100 puM. Realizamos
regresiones lineales para cada curva y obtuvimos valores de pendientes a partir de las
cuales, pudimos extraer valores de velocidad inicial de produccion de ROS expresadas
como variacion de la fluorescencia en el tiempo. El grafico de la velocidades iniciales de

produccién de ROS en funcién de la concentracion de FAS indico que este es un proceso
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que también se satura rapidamente (Figura 7B). Al realizar un ajuste con ecuacion
micaeliana, obtuvimos para este proceso una velocidad inicial mixima de 4,2 +/- 0,14
AF/hr y una Ko5 de 1,2 +/- 0,2582 pM Fe. Este grafico también muestra que partir de
FAS 10 pM se alcanza la velocidad inicial méxima de generacion de ROS en el tiempo.
El ajuste micaeliano fue elegido considerando que tanto el apagamiento de la
calceina como la produccién de ROS son el resultado del proceso de entrada de hierro al
LIP. Este proceso es el resultado de la actividad de transporte celular de hierro, realizado
principalmente por DMT1. Para realizar el ajuste suponemos que lo observado para
ambas sondas es consecuencia de la actividlad de DMT1. Nuestro ajuste es valido si
consideramos el hierro como el sustrato y la actividad de transporte como la actividad
enzimética del transportador. Al aumentar el sustrato, la velocidad de transporte aumenta
hasta un punto en el que por més que se ofrezca mas sustrato, la velocidad de entrada al
LIP permanece constante. La concentracion umbral para que este fendmeno de
saturacién ocurra es desde FAS 10 pM, donde se alcanza la maxima velocidad de
entrada al LIP y la méxima velocidad inicial de produccién de ROS (Figura 5B v/s
Figura 7B). Esto corrobora el hecho que la produccién de ROS es directamente resultado

del aumento en la concentracién del LIP (Breuer y cols., 2008).
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Figura 7. Velocidades iniciales de produccién de ROS inducidas por la oferta de hierro. (A)
Primeros 10 minutos del registro de produccion de ROS (datos de Figura 6). Se observa que el
hierro produce un aumento lineal de la fluorescencia. (B) Velocidades iniciales de la produccion
de ROS como funcion de la concentracion de hierro. El ajuste con ecuacion micaeliana indicd
una velocidad maxima de 4,2 +/- 0,14 AF/hr y una K, 5 de 1,12 +/- 0,2582 uM Fe.
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3. Efecto del antioxidante general NAC en la endocitosis de DMT1+IRE

inducida por hierro.

Debido a que la oferta de hierro induce la generacién de ROS, nos propusimos
estudiar si estas ROS participan en el proceso de endocitosis temprana de DMT1+IRE
en respuesta al hierro apical. Para esto, primero investigamos el efecto que tiene la
preincubacién con NAC (un antioxidante general) en la internalizacién de DMT1+IRE
en respuesta a hierro. Para esto preincubamos durante 1 hora con NAC 5 mM vy tras ese
periodo le ofrecimos FAS 20 uM a las células Caco-2 durante 15 minutos. El NAC del
medio de cultivo se mantuvo durante la oferta con FAS. Con esta preincubacién
interferimos el medio extracelular y el tono redox celular (El-Najjar y cols., 2010), pues
el NAC se incorpora répidamente a la célula, elevando los niveles de glutation
(Dekhuijzen, 2004) y ademas tiene un potencial directo como atrapador de ROS
(Aruoma y cols., 1989). Observamos que en estas condiciones la internalizacion de
DMTI1 tras la adicion de hierro no ocurrié (Figura 8). Interesantemente, la
preincubacién con NAC en ausencia de hierro aument6 la presencia de DMT1I+IRE en
la membrana apical significativamente, mientras que la oferta de hierro en estas
condiciones en vez de internalizar DMTI1+IRE, aumenté aun mas la cantidad de

DMT1+IRE en la membrana apical.
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Figura 8. El antioxidante general NAC bloquea la endocitosis de DMT1+IRE inducida por
hierro. (A) DMT1+IRE en la membrana apical en ausencia (-Fe) o presencia de hierro apical
durante 15 minutos (+Fe). La preincubacién durante 1 hora con NAC 5 mM bloqued
completamente la endocitosis d¢ DMTI+IRE en respuesta al hierro. Ademas, provocé una
acumulacion de DMT1+IRE en la membrana apical. (B) Cuantificacién mediante densitometria.
Los valores corresponden a la media + la desviacion estdndar de tres réplicas biolégicas.
Analisis estadistico, ANOVA *** p<0,001.
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4. Efecto del atrapador de radicales hidroxilo DMSO en la endocitosis de

DMT1+IRE inducida por hierro.

Dados nuestros resultados con el antioxidante NAC, quisimos investigar el
efecto que tiene un atrapador de ROS y para esto preincubamos las células Caco-2 con
el atrapador del radical hidroxilo, DMSO (Repine y cols., 1987; Zucker y cols., 1997).
Nuestra preincubacion se realizé durante 30 minutos con una concentracion de DMSO
0,4 % (5,08 mM) y al igual que con el NAC, no lo retiramos al ofrecerles a las células
FAS 20 pM. El DMSO dada su caracteristica quimica liposoluble, se incorpora
rapidamente a las células. En estas condiciones, la preincubacién con DMSO es capaz
de atrapar radicales hidroxilo intracelulares y extracelulares. Observamos que el DMSO
no tuvo un efecto apreciable en la abundacia de DMTI1+IRE en la membrana apical en
ausencia de hierro (Figura 9). Sin embargo, en la presencia de DMSO la internalizacion
de DMTI1+IRE en respuesta al hierro apical se bloqued completamente y el hierro en

vez de internalizar DMTI1+IRE resultd en una acumulacién de DMTI+IRE en la

membrana apical, al igual que en el caso anterior con NAC.
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Figura 9. El atrapador del radical hidroxilo DMSO bloquea la endocitosis de DMT1+IRE
inducida por hierro. (A) DMTI+IRE en la membrana apical en ausencia (-Fe) o presencia de
hierro apical durante 15 minutos (+Fe). La preincubacién durante 30 minutos con DMSO 0,4 %
inhibié completamente la endocitosis de DMT1+IRE en respuesta al hierro. Ademds, indujo una
acumulacion de DMTI1+IRE en la membrana apical en presencia de hierro. (B) Cuantificacién
mediante densitometria. Los valores corresponden a la media + la desviacion estandar de tres
réplicas bioldgicas. Analisis estadistico, ANOVA * p<0,05; ns p>0,05.
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5. Efecto de superoxido dismutasa y catalasa en la endocitosis de

DMT1+IRE inducida por hierro.

Investigamos si la preincubaciéon con SOD (superdéxido dismutasa) y con
catalasa podia detener de igual forma la endocitosis de DMT1 en respuesta a hierro.
Estas proteinas apagan la produccién de especies reactivas externas, pues permanecen
mayoritariamente extracelulares (Weissenberg y cols., 2010). Utilizamos una
preincubacion con 100 U/mL de catalasa y de superoxido dismutasa durante 1 hora, y al
igual que en los experimentos anteriores no retiramos estos agentes en el momento de
ofrecerles a las células FAS 20 pM. La interferencia en la generacion de ROS
extracelulares no tuvo un efecto significativo en la endocitosis de DMT1+IRE inducida
por el hierro apical (Figura 10). En conjunto con los resultados anteriores, estos
resultados muestran que la generacion de ROS intracelulares que acompafia la entrada

de hierro parece ser el factor primordial para desencadenar al endocitosis de

DMT1+IRE en respuesta al hierro apical.
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Figura 10. La preincubacion con SOD y catalasa no bloquea la endocitosis de DMT1+IRE
inducida por hierro. (A) DMTI+IRE en la membrana apical en ausencia (-Fe) o presencia de
hierro apical durante 15 minutos (+Fe). La preincubacién durante 1 hora con SOD 100 U/mL no
bloque6 la endocitosis de DMT1+IRE en respuesta al hierro. (B) El mismo efecto se aprecia con
el tratamiento con catalasa. (C) y (D) Cuantificacion mediante densitometria. Los valores
corresponden a la media + la desviacion estandar de 3 réplicas bioldgicas. Analisis estadistico,
ANOVA * p<0,05; ** p <0,01; ns > 0,05.

6. Efecto de la administracion de peroxido de hidrogeno en la endocitosis de

DMT1+IRE.

Nuestros resultados previos muestran que la generacion intracelular de ROS es
necesaria para desencadenar la endocitosis de DMT1+IRE en respuesta al hierro apical.
Pero, ;seran suficientes para desencadenar la endocitosis de DMTI+IRE? Si son
suficientes, ROS, en ausencia de hierro, podrian recrear el fendmeno de internalizacion
de DMTI1+IRE. Para probar esta hipdtesis, incubamos las células con peréxido de

hidrégeno 2 mM (concentracion sugerida por Herndn Speisky, comunicacidén personal)
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y seguimos la endocitosis apical de¢ DMT1 mediante biotinilacion, comparando este
efecto con el efecto que tuvo la oferta con FAS 20 uM durante 15 minutos. En la Figura
11, se muestra claramente que la adiciéon de la ROS permeable peréxido de hidrogeno
indujo la endocitosis de DMT1+IRE de una forma similar a la inducida por hierro. Estos
resultados muestran que son las ROS producidas durante la entrada de hierro al
citoplasma las responsables de desencadenar la endocitosis rapida de DMTI1+IRE, y
sugieren que la maquinaria de endocitosis de DMTI+IRE (la maquinaria accesoria o el
propio DMTI1+IRE) responde a cambios en el tono redox celular, permitiendo que este

tipo de respuesta celular se lleve a cabo.
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Figura 11. La incubacion con peréxido de hidrégeno recrea la endocitosis de DMT1+IRE.
(A) DMTI+IRE en la membrana apical en ausencia (-) o presencia (+) de FAS 20 uM y de
perdxido de hidrogeno 2 mM durante 15 minutos. (B) Cuantificaciéon mediante densitometria.
Los valores corresponden a la media £ la desviacion estandar de 3 réplicas bioldgicas. Analisis
estadistico, ANOVA * p<0,05; ** p<0,01; ns>0,05.
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DISCUSION

Ha sido demostrado que la isoforma DMT1-IRE se encuentra en equilibrio
dinamico en estado basal y que existe un pool de membrana y un pool intracelular con
tasas definidas de endocitosis y de exocitosis (Touret y cols., 2003). Si estas tasas
permanecen constantes, los pooles de membrana e intracelulares permanecen estables.
En el caso de la abundacia constante en la membrana apical que observamos para
DMTI+IRE en ausencia de hierro (Figura 3B), creemos que se debe a que en este caso,
las tasas de endocitosis y exocitosis son estables. De esta manera, la desaparicién de
DMTI+IRE desde la membrana apical podria deberse a que el hierro aumenta la tasa de
endocitosis manteniéndose constante la tasa de exocitosis, o bien porque se disminuye la
tasa de exocitosis manteniéndose la tasa de endocitosis constante. Adicionalmente puede
estimularse la endocitosis y bloquearse la exocitosis a la vez. Todas estas posibilidades
terminan con una desaparicion desde la membrana apical de DMTI1+IRE. Un ejemplo
paradigmatico de este proceso es el caso del transportador de glucosa GLUT4, cuya
presencia en la membrana plasmatica se altera al modificarse las tasas de endo y/o
exocitosis (Klip y cols., 2009). En estado basal sélo el 5 % del total de GLUT4 est4 en la
membrana, pero en estados inducidos por carencia de energia o insulina, la abundancia
de GLUT4 en la membrana plasmatica se eleva a 50 % del total (Hou y Pessin, 2007).
Por ejemplo, la carencia de oxigeno o malfuncionamiento mitocondrial por desacople de
la cadena transportadora de electrones deriva en un aumento en la tasa de glucdlisis
anaerdbica, requiriéndose para ello mayor ingreso de glucosa (Klip y cols., 2009). Se ha

descubierto que este proceso requiere la rapida ganancia de GLUT4 en la superficie, lo

que se logra bloqueando la endocitosis mas que promoviendo la exocitosis de los




transportadores, mediante un mecanismo dependiente de la kinasa AMPK y del aumento
en la concentracién de calcio interno (Klip y cols., 2009). En contraste, la insulina
también desencadena la ganancia de GLUT4 en la membrana plasmaética pero por un
mecanismo distinto, promoviendo la exocitosis del transportador mediante un
mecanismo dependiente de las kinasas PI3K y AKt (Klip y cols., 2009).

Este fenémeno es analogo a lo que podria suceder en el caso de DMTI1+IRE.
Postulamos que la endocitosis o la exocitosis d¢ DMT1+IRE podrian ser controlada
mediante la generacién de ROS y el cambio que experimenta el tono redox celular
producido al ingresar hierro al interior celular. Si el cambio en el tono redox puede
afectar la endocitosis y/o la exocitosis de DMT1+IRE, es un antecedente relevante pues
se sabe que la endocitosis de la isoforma DMT1-IRE ha mostrado depender de clatrina y
dinamina, y su exocitosis, de PI3K, en estudios realizados en células LLC-PK1 de
tiibulos proximales de rifién de cerdo (Touret y cols., 2003), pero no existe ningin
antecedente acerca de los factores que regulan la endocitosis o exocitosis de la isoforma
DMT1+IRE. Para la isoforma DMT1-IRE se demostré que wortmanina, un inhibidor de
PI3K, inhibe la exocitosis de DMT1-IRE resultando en un secuestro y una proporcién
intracelular aumentada de esta isoforma (Touret y cols., 2003). De la misma forma, un
dominante negativo para dinamina o un RNA interferente contra una subunidad del
complejo de internalizacién de clatrina, impide Ia endocitosis de esta isoforma (Touret y
cols., 2003).

Si consideramos que la abundancia en la membrana apical de DMT1+IRE es el
resultado del balance entre las tasas de endocitosis y exocitosis del transportador, los

resultados con DMSO y NAC pueden ser explicados de la siguiente manera:
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En estado basal, la abundancia en la membrana apical de DMTI+IRE es
constante (Figura 3B), dado por que la concentracion externa de hierro no varfa estando
las tasas de endocitosis y exocitosis en equilibrio. La entrada de hierro aumenta la
endocitosis de DMT1+IRE mediante un mecanismo dependiente de ROS, pero también
podria aumentar la exocitosis por un mecanismo independiente de ROS. Postulamos que
en estas condiciones la tasa relativa de endocitosis es mayor que la de exocitosis, lo que

resulta en una desaparicion de DMT1+IRE desde la membrana apical (Figura 12 A)
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Figura 12. Esquema resumen. Las tasas de endocitosis y exocitosis de DMTI+IRE estan
representadas por flechas hacia abajo (interior celular) y hacia arriba (la membrana apical),
respectivamente. Para explicar los resultados obtenidos con DMSO y NAC, proponemos que la

endocitosis de DMTI+IRE depende de la generacion de ROS y que ademas la entrada de hierro
podria desencadenar un mecanismo que estimula la exocitosis independiente de ROS.
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La preincubacién con DMSO no tiene efecto en la abundancia de DMT1+IRE en
la membrana apical (Figura 9), encontrandose las tasas relativas de endocitosis y
exocitosis iguales a la situacién control. Sin embargo, la entrada de hierro en estas
condiciones es capaz de aumentar la exocitosis de DMT1+IRE de una forma similar a la
situacién control mediante el mecanismo independiente de ROS propuesto, siendo
incapaz de aumentar la tasa de endocitosis de DMT1+IRE que depende de ROS. Debido
a que en estas condiciones, la tasa de exocitosis se aumenta pero la endocitosis no puede
ser inducida, el balance de ambas tasas desencadena una acumulacién de DMT1+IRE en
la membrana apical (Figura 12 B.)

La preincubacion con NAC provoca un aumento en la abundancia de
DMTI+IRE en la membrana apical en ausencia de hierro (Figura 8). En estas
condiciones postulamos que el NAC, a diferencia del DMSO, puede bloquear en estado
basal la endocitosis de DMTI+IRE dependiente de ROS, probablemente por su
capacidad de alterar mas el tono redox celular y por lo tanto una tasa de endocitosis
basal bloqueada, frente a una tasa de exocitosis no alterada, resulta en la acumulacién
observada de DMT1+IRE en la membrana apical. En estas condiciones, es probable que
la acumulacién de DMTI1+IRE en la membrana apical estimule ain mas la entrada de
hierro que en la situacion control, lo que podria aumentar la exocitosis de DMT1+IRE
por el mecanismo postulado independiente de ROS. Debido a que en estas condiciones
el hierro no puede aumentar la endocitosis dependiente de ROS y ésta contintia
bloqueada, pero si aumenta la exocitosis de DMT1+IRE, la oferta con hierro resulta en

la mayor acumulacién observada de DMT1+IRE en la membrana apical (Figura 12C).
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Por otro lado, interesante es también conocer hacia que compartimiento
subcelular es destinado DMT1+IRE una vez internalizado. Con respecto a este punto, se
ha descrito en células Caco-2 la presencia de un “endosoma comun” donde proteinas
internalizadas desde los dominios apical y basolateral coexisten (Knight y cols., 1995) y
desde donde pueden ser recicladas de vuelta a su membrana de origen, destinadas a
degradacién lisosomal, o ser destinadas a la membrana opuesta, mediante transitosis
(Mostov y cols., 2003).

Nuestros experimentos no pueden dilucidar si el fenémeno observado para
DMTI1+IRE en respuesta al hierro es parte del transporte normal del metal o es una
respuesta regulatoria que sustenta el fenémeno de bloqueo mucosal. Pese a que
observamos para las tres ofertas de hierro una desaparicién desde la membrana apical
tras 90 minutos de exposicion a hierro, no podemos saber si en estos tiempos
DMTI+HIRE se destina a lisosomas y se degrada o se encuentra secuestrado
intracelularmente, pues no medimos en nuestro sistema la estabilidad de DMT1-+IRE en
el tiempo. Sin embargo, ha sido publicado que en células Caco-2 una oferta de hierro
100 pM no afecta los niveles totales de DMT1 tras 24 horas de incubacién (Johnson DM
y cols., 2005). Asi mismo, no seguimos la presencia de DMTI+IRE en la membrana
basolateral, pero seria interesante determinar si a tiempos mas tardios de incubacién con
hierro se gatilla la transitosis de DMT1+IRE hacia la membrana basolateral donde
podria comandar una respuesta de reversién a la carga de hierro, aumentando la
captacién basolateral (Nufiez y cols., 2010). Para dilucidar si el fenémeno que
observamos es una respuesta regulatoria o es parte del transporte normal del metal

habria que seguir la endocitosis de DMTI+IRE a tiempos posteriores a 90 minutos pues,
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si sigue retornando a la membrana apical en tiempos tardios seria un indicio que esta
relocalizacién es parte del normal transporte del metal, mientras que si en algin tiempo
posterior a 90 minutos DMT1+IRE no retorna a la membrana apical y es secuestrado
intracelularmente, podria ser un indicio que a estos tiempos, las células del epitelio
intestinal se hacen refractarias a adquirir mas hierro y detienen la incorporacién del
metal.

Los resultados presentados en este trabajo apuntan a que la desaparicién rapida
que experimenta DMTI+IRE desde la membrana apical en el resultado de una
estimulacién de la endocitosis en respuesta al hierro que depende de la generacién de
ROS en células del epitelio intestinal. De esta forma, debe existir en los segmentos
intracelulares de esta isoforma algin determinante que sea susceptible de ser modificado
oxidativamente. Analizando la secuencia de la isoforma 1A/4IRE (Figura 13),
encontramos 2 cisteinas en el amino terminal que podrian potencialmente ser blanco de
modificacién oxidativa (C14 y C93). Adicionalmente existe una cisteina en el primer
loop citosélico (C166) ademas de otra en el carboxilo terminal, en el segmento comin
entre las isoformas +IRE y -IRE (C558). Nuestros resultados apuntan a la posibilidad
que alguna de estas cisteinas se modifique oxidativamente debido al ingreso de hierro,
permitiendo que una sefial de internalizacién especifica para la isoforma -+IRE
previamente inactiva, se exponga y sea reconocida por maquinarias moleculares de
internalizacién como caveolina o clatrina.

Ha sido propuesto que en el carboxilo terminal de la isoforma +IRE existe una

putativa sefial de internalizacién dileucina (Lam-Yuk-Tseung y Gros, 2006), (Figura 13).
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Figura 13. Esquema con la secuencia aminoacidica humana de las cuatro isoformas del
transportador DMT1. En rojo se destacan las posibles cisteinas reactivas. En azul se destacan
las putativas sefiales de internalizacion dileucina en los segmentos carboxilo terminales de las
isoformas +IRE y -IRE. (Modificado de Lam-Yuk-Tseung y cols., 2005). En la esquina superior
izquierda se muestra un esquema simplificado de las 4 isoformas de DMTI. (Tomado de
Abouhamed y cols., 2006). Con asteriscos (*) estan marcados los aminoacidos que reconoce el
anticuerpo anti DMT1 +IRE.

Los motivos citoplasmaticos dileucina de proteinas de membrana a menudo
actian como seflales que llevan a endocitosis mediada por clatrina o destinacion a
compartimientos endosomales/lisosomales (Lam-Yuk-Tseung y Gros, 2006). Esta sefial
en el carboxilo terminal de la isoforma +IRE podria estar inactiva en estado basal,

cubierta por el resto de la cola carboxilo terminal. Esto podria explicar por qué en estado

basal la endocitosis de la isoforma +IRE no parece depender de clatrina ni de dinamina y

47




se efectiia con cinéticas mucho menores comparada con la isoforma -IRE (Lam-Yuk-
Tseung y Gros, 2006).

Sin embargo, en un estado en el que el hierro aumenta, la putativa modificacién
oxidativa inducida en la cisteina 558, como consecuencia de la entrada de hierro y la
produccién de ROS, podria cambiar conformacionalmente la estructura terciaria del
segmento carboxilo terminal exponiendo esta sefial dileucina, gatillando la endocitosis
rapida que proponemos para la isoforma +IRE, y que resulta en una disminucién de esta
isoforma en la membrana apical.

Nuestros experimentos con agentes que interfieren la normal produccién de
ROS, sugieren que el tono redox debe ser mantenido en ciertos rangos para que este tipo
de funcidn celular se efectde, y podrian sugerir que dosis excesivas de antioxidantes in
vivo podrian bloquear o interferir en esta respuesta fisiolégica e impedir que el intestino
pueda responder de manera Optima a una oferta excesiva de este metal. De esta forma, la
presencia de antioxidantes en la dieta podria aumentar supra-fisiolégicamente la
absorcién de hierro. Ha sido demostrado en células Caco-2 que la presencia de B-
caroteno, otro antioxidante, aumenta la incorporacién de -hierro (Garcia-Casal y cols.,
2000), lo que podria ser explicado por el aumento en abundancia en la membrana apical
que observamos para DMT1. Por otro lado, si la endocitosis de DMT1+IRE se requiere
para un optimo paso transepitelial del hierro (Ma y cols., 2006) el bloqueo que inducen
los agentes antioxidantes y bloqueadores de especies reactivas del oxigeno podria
impactar negativamente el correcto transporte del metal. En este caso, al aumentar la
cantidad de DMT1 en la membrana debido a un bloqueo en la endocitosis deberia

disminuir la incorporacién de hierro. Para aclarar este punto deberiamos realizar
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experimentos de transporte de hierro en las condiciones en las que observamos estos
cambios de abundancia para DMT1 en la membrana apical.

Finalmente, nuestros experimentos con peroxido de hidrégeno nos permiten
postular que la presencia de ROS independiente del hierro, pueden inducir la endocitosis
de DMT]1, pero esta interpretacién tiene limitaciones. Debido a que el perdxido de
hidrégeno también puede producir efectos adversos en la célula, deberiamos mostrar que
en estas condiciones no se afecta la viabilidad celular y que la membrana apical esta
integra, para verificar que la caida en abundancia para DMT1 observada no se deba a
que la membrana esté dafiada. Para darle validez a este experimento, deberiamos mostrar
que en presencia de peréxido de hidrégeno no se afecta la abundancia en la membrana

apical de otra proteina como ferroportina, tal como fue determinado en la Figura 3.




PROYECCIONES

Los resultados presentados en este trabajo podrian ser relevantes para entender la
regulacién del transporte de hierro en el intestino, sin embargo, estin realizados en un
sistema celular que presenta una serie de limitaciones. La mds importante, es que el
cultivo celular proviene de una linea inmortalizada cuyo ciclo celular se encuentra
desregulado en contraste con los enterocitos duodenales in vivo, los cuales tienen un
ciclo de vida finito y estin siendo reemplazados constantemente por nuevos enterocitos
a partir de células madre. Nuestra primera proyeccién seria validar estos resultados en
un modelo in vivo. Para realizar esto, podriamos trabajar con el epitelio intestinal de rata,
realizar los tratamientos, e intentar biotinilar la membrana apical. Debido a que no esta
documentado en la literatura la biotinilacién de proteinas in vivo en este sistema
tendriamos que montar la técnica.

Por otro lado para darle mas peso a nuestros resultados, en los experimentos de
biotinilacién deberiamos tener una aproximacion diferente a la tincién con rojo ponceau
como control de carga. Esto podria realizarse mediante la deteccién en las mismas
membranas de nitrocelulosa de una proteina cuya abundancia en la membrana apical no
se vea afectada en las condiciones usadas, como ferroportina. De esta forma, podriamos
expresar nuestros resultados como una relacién entre la abundancia de DMTI+IRE
versus la abundancia de ferroportina. De esta manera, nuestros resultados estarian
normalizados.

Si bien nosotros mostramos que los tratamientos con el atrapador de ROS DMSO
y con el antioxidante NAC tienen un efecto sobre la abundancia de DMT1+IRE en la

membrana apical, no mostramos que el pretratamiento con estos agentes tiene un
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impacto directo en la produccién de ROS medido como emision de fluorescencia de
DCDHF-DA. Los registros de emisién de ROS inducidos por hierro en presencia de
DMSO y NAC deberian dar cuenta de la capacidad de estos agentes para interferir en el
tono redox y complementar nuestros datos de biotinilacién, para darles mayor validez.

Como se menciond, también es necesario obtener datos de incorporacién de
hierro en nuestro sistema en ausencia y presencia de los agentes empleados. Para
verificar que una mayor presencia de DMT1+IRE en la membrana apical se correlaciona
con un mayor transporte y que la desaparicién de DMT1+IRE desde el dominio apical se
relaciona con un transporte menor de hierro. Para obtener estos datos de transporte, se
puede ocupar hierro radioactivo (®°Fe) y realizar tipicos experimentos de incorporacion
celular de hierro radiactivo. De esta forma, esperamos que la mayor cantidad de
DMT1+IRE en la membrana apical que inducen DMSO y NAC se correlacione con una
mayor incorporacion de hierro.

Como una técnica complementaria a la biotinilacién se podria ocupar una
construccion fluorescente de DMTI1+IRE acoplado a GFP. Esta construccién esta
disponible en nuestro laboratorio. Serfa interesante comprobar que el movimiento de
esta construccién en células Caco-2 transfectadas también se bloquea al preincubar con
NAC y DMSO, y que puede ser inducido por peréxido de hidrogeno. Para realizar estos
experimentos, habria que utilizar microscopia de fluorescencia confocal y seguir el
movimiento del construccién fluorescente de DMTI1+IRE a lo largo del eje z, en las
condiciones detalladas en el presente trabajo.

Finalmente, nuestros datos apuntan a que una cisteina intracelular pudiera ser

modificada oxidativamente para inducir la endocitosis d¢ DMTI+IRE. Para demostrar
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este punto se podrian hacer mutaciones sitio-dirigidas para reemplazar estas cisteinas y
comprobar que las construcciones fluorescentes respectivas en células transfectadas
pierden la capacidad de internalizarse en respuesta al hierro. Previo a esto, deberiamos
mostrar que las mutaciones inducidas no impactan negativamente el transporte de hierro

y que no tienen efecto en la correcta destinacién subcelular de DMTI1+IRE en

condiciones basales.




RESUMEN Y CONCLUSIONES

.

< Utilizando células Caco-2 crecidas en insertos bicamerales, un sistema modelo de
absorcién intestinal de hierro, se caracterizd cinéticamente la endocitosis del
transportador DMT1+IRE inducida por la oferta de hierro. Logramos determinar en este
sistema que el hierro indujo una masiva desaparicién de DMT1+IRE desde el dominio

apical tras 15 minutos de aplicacion.

<> La oferta de hierro apical generd en nuestro sistema una robusta generacién de
ROS, para un amplio rango de concentraciones de hierro usadas. Este fenémeno mostrd
ser un proceso que se satura rapidamente, al igual que la entrada de hierro al interior

celular.

<> El antioxidante NAC y el atrapador del radical hidroxilo DMSO bloquearon la
endocitosis temprana de DMTI1+IRE lo que es un claro indicio que la produccién de

ROS que acompafia la entrada de hierro es necesaria para que este proceso se efecttie.

< Los disipadores de ROS extracelulares SOD y catalasa no afectaron la
internalizacién temprana de DMT1+IRE dependiente del hierro, lo que nos permite
inferir junto a los resultados con NAC y DMSO que son las especies reactivas

intracelulares las que participan en este proceso.
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» La oferta con la ROS perdxido de hidrégeno recred la endocitosis temprana de
DMTI1+IRE en ausencia de hierro lo que nos permite postular, junto con los resultados
anteriores, que las ROS son necesarias y suficientes para inducir la endocitosis de

DMTI1+IRE.

Los resultados presentados en esta tesis nos permiten postular que en células
Caco-2 el aumento de ROS citoplasméticas producidas por el hierro entrante es
determinante en desencadenar la endocitosis temprana de DMT1+IRE y sugieren que
debe existir un motivo en alguno de los dominios intracelulares de DMT1 susceptible de
ser modificado oxidativamente y que esta modificacion desencadena la endocitosis

rapida que experimenta DMT1+IRE en respuesta al hierro apical.
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PRESENTACION EN CONGRESO

La mayoria de los resultados de este seminario de titulo fueron presentados en un
panel en la LIIT Reunién Anual de la Sociedad de Biologia de Chile y IV Reunién Anual
de la Sociedad Chilena de Evolucién, Santa Cruz, 21 al 24 de Noviembre 2010. Este
trabajo fue titulado: “Especies Reactivas del Oxigeno (ROS) median la Endocitosis del
Transportador DMT1 Inducida por Hierro” (ROS mediate Iron-induced endocytosis of

DMTY1). De los autores: Esparza, A., Tapia, V. y Nufiez, M.T.
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