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MODELAMIENTO MATEMATICO DEL MOVIMIENTO DE PROTEINAS
TRANSPORTADORAS DE HIERRO EN CELULAS CACO-2

El hierro es un elemento fundamental para muchos organismos por las reacciones en las
que se encuentra involucrado, y su absorcion estd altamente regulada por mecanismos a
diferentes niveles. El transporte de hierro se realiza en el duodeno a través de proteinas
transportadoras que se encuentran en la membrana apical de los enterocitos (DMT1,
Divalent Metal Transporter 1). Uno de los mecanismos de regulacién involucra la
traslocacion de estas proteinas hacia el interior de las células cuando éstas son expuestas
a una cierta concentracion de hierro en la cara apical. Mediante este mecanismo se

disminuye la absorciéon del mineral minutos después de dicha exposicion.

En el presente trabajo se busca proponer un modelo fenomenolégico que permita
representar cualitativamente los perfiles de distribucién espacial de DMT1 en el interior
célular. Estos perfiles han sido observados experimentalmente en la linea celular Caco-2,
la cual es cominmente utilizada para estudios de transporte de hierro debido a sus

caracteristicas similares con los enterocitos del intestino delgado.

El modelo propuesto consiste en un sistema de ecuaciones diferenciales parciales cuya
simulacién permite obtener la distribucion de DMT1 en el tiempo y espacio. Se
realizaron simulaciones para obtener la distribucién estacionaria inicial, y la evolucion
del sistema desde dicho estado hasta alcanzar una nueva distribucién estacionaria

producto de perturbar el sistema mediante la introducciéon de un pulso de hierro.

Como resultado se observé que el modelo es capaz de reproducir cualitativamente el
comportamiento observado experimentalmente. A través de un estudio de variacién de
parametros, se verific6 que el comportamiento del sistema corresponde a lo esperado
biolégicamente. A partir de dicho estudio se encontré un set de parametros que permiten
simular el comportamiento en el estado previo a la exposicién de hierro y uno que simula
el estado posterior a dicha exposiciéon. Se concluye que este modelo propuesto representa
una primera aproximacion para la simulaciéon del movimiento de DMT1 en células
Caco-2.

El modelo desarrollado en este trabajo es adecuado también para la representacion de
otros sistemas que involucren movimiento de vesiculas o elementos desde un sitio a otro
de la célula, debido a que sus ecuaciones son generales y sus parametros pueden ser
variados para la simulacién de diferentes escenarios tales como distintas concentraciones
de proteinas motoras o distintas velocidades de transporte. Ejemplos de estos sistemas
son el movimiento vesiculas de las proteinas transportadoras de glucosa GLUT-4, o la

transistosis de diversos elementos en células epiteliales.
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Capitulo 1

1. Introduccion

1.1. Antecedentes generales
El organismo requiere del ingreso a las células de los diversos nutrientes provenientes de
la dieta los cuales son absorbidos por el organismo por medio de diferentes mecanismos,
siendo uno de ellos el transporte activo a través de proteinas transportadoras que se
encuentran en la membrana de las células [1]. En el presente trabajo se estudia el
movimiento de proteinas transportadoras de hierro, especificamente de la proteina
llamada divalent metal transporter 1 (DMT1) en células Caco-2, las que provienen de un
adenocarcinoma de colon y son utilizadas en algunos estudios relacionados con la
absorcién de este metal [2], proceso que ocurre como un mecanismo de regulacién de la

absorcion de hierro [3].

El hierro es un elemento importante dentro del organismo debido a su participacion en
diversas reacciones bioquimicas, siendo algunas de ellas la respiracion celular al formar
parte de los citocromos, la sintesis del DNA al formar parte de la enzima ribonucle6tido
sintetasa vy el transporte de oxigeno a través del organismo al formar parte de la
hemoglobina [4]. Pese a lo anterior, el hierro en grandes concentraciones tiene un efecto
toxico para las células debido a su capacidad para formar, en conjunto con el oxigeno,
radicales hidroxilos los cuales causan la peroxidacién de las membranas lipidicas y otros
contituyentes celulares [5].

Por lo tanto, es importante que la concentracién de hierro en el organismo se encuentre
altamente regulada. Si los sistemas de regulacion no funcionan adecuadamente se
producen diversas enfermedades, tanto por su déficit, como en el caso de la anemia en la
cual hay un déficit de globulos rojos en la sangre debido a la falta de hierro para su
produccion [6], como por su exceso, como en el caso de la hematomacrosis en la cual hay
una acumulacién excesiva de hierro causando dafio en los tejidos [7].

De acuerdo a los estudios que han sido realizados de este sistema, se sabe que el
mecanismo de regulaciéon de la concentracion de hierro en el organismo contempla la
regulacion de la absorcion de hierro por las células, mientras que los mecanismos que
permiten la eliminaciéon de hierro no poseen una regulacion, correspondiendo al recambio
celular del epitelio de la piel y células intestinales y secreciones intestinales, como
también a través del sangrado [8-12].



En la ingesta de hierro, éste puede encontrarse en al menos dos formas, una de ellas es
como hierro hémico, el cual se corresponde a los grupos hemo de la hemoglobina y
mioglobina, y se adquiere a través del consumo de carne. La otra forma corresponde
hierro en su estado férrico (Fe3"), el cual se adquiere a través del consumo de frutas y
verduras. En los productos farmacologicos el hierro puede ser encontrado en su estado

ferroso [4].

El hierro ingresa en el organismo a través de los enterocitos, los cuales corresponden a
las células epiteliales del intestino, y que permiten que el hierro, entre otros nutrientes,
sea absorbido [13]. Estas células poseen polaridad, teniendo por tanto una parte de su
membrana orientada hacia el limen del intestino mientras que el otro extremo se orienta

hacia el torrente sanguineo [14].

La absorcion del hierro por los enterocitos consta de tres pasos secuenciales: el consumo
de hierro desde el lumen del intestino, una fase intracelular y finalmente la salida del
hierro desde el interior de la célula hacia el torrente sanguineo [15].

El consumo de hierro desde el limen del intestino es mediado por la proteina
transportadora DMT1 (divalent metal transporter 1). Esta proteina facilita el paso del
hierro en su estado ferroso, por lo cual, el hierro férrico que ingresa a la dieta es

previamente reducido por el citocromo-b duodenal (Dcyb).

En el interior de la célula, el hierro pasa a formar parte de cLIP (cytosolic labile iron
pool), para luego ser transportado al exterior de la célula, o unirse a ferritina para ser

almacenado o dirigirse hacia la mitocondria para la sintesis de grupos hemo.

La salida del hierro desde la célula es mediada por la proteina transportadora llamada
ferroportina (FPN), la cual se ubica principalmente en la membrana basolateral de la
célula. El hierro que ya ha salido de célula se oxida mediante la proteina hefaestina para
luego unirse como i6n férrico a la transferritina, proteina que lo transportarid a las

células necesarias a través del torrente sanguineo [3, 12, 15, 16] (Figura 1).

La absorciéon de hierro es regulada a distintos niveles, es decir, a nivel traduccional y
transcripcional de DMT1 y a nivel sistémico a través de un pequeno péptido llamado
hepcidina secretado por el higado y regula los niveles de DMT1 y FPN en respuesta a

anemia, hipoxia, inflamacién y a los niveles circulantes de hierro [3].
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Figura 1: Sistema de absorcién de hierro [1]. Fe3* es reducido por Dcyb e ingresado a la célula por
DMT1, en el interior se une a cLIP para luego pasar a su almacenamiento en la proteina ferritina o
pasar a la mitocondria para la sintesis de los grupo hemo, o seguir su camino hacia el torrente
sanguineo, saliendo de la célula a través de FPN, siendo luego oxidado por Haph para unirse a
transferritina como Fe?*. (Modificado de [1])

Se ha reportado en la bibliografia otro posible mecanismo de regulacién de la absorcién
de hierro el cual consiste en un fenémeno denominado ‘bloqueo de la mucosa’, el cual
consiste en una disminucion de la absorcion de hierro por las células, luego de haber sido
sometidas a una alta concentracién inicial del metal [17]. Ultimas publicaciones otorgan
una explicaciéon para este proceso, indicando que la disminucién de la absorcion de hierro
es debida a la relocalizaciéon de los transportadores de hierro, lo cual se deduce del
experimento realizado por el grupo de Marco T. Nufiez, de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile, en el cual se somete un grupo de ratas a una dosis intragastrica de
hierro, y a las 2.5 hrs. se toman muestras del tejido del duodeno, detectando la posicion
de los transportadores de hierro por medio de inmunofluorescencia. Los resultados se
muestran en la Figura 2, en la cual se puede observar que DMT1 y FPN, luego de ser
sometidos a una alta concentracion de hierro se desplazan hacia el interior de la célula,

provocando por tanto la disminucién de la absorcién de hierro [15].



DMT1 TOPRO Merge

FPN TOPRO Merge

Figura 2: Relocalizacién de trasportadores de hierro. A: Localizacion de DMT1 (rojo) en el duodeno
de ratas en ayuno (control) y estimuladas con hierro (+Fe), 2.5 hrs. después de la alimentacién por
sonda. Se incluy6 una tincién nuclear (azul, TOPRO) como marcador. B: Localizacién de FPN (verde)
bajo condiciones de ayuno (control) y estimulo de hierro (+Fe). Los paneles a la derecha muestran
una amplificacién del area encuadrada (modificado de [15])
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Como se menciona anteriormente, esta traslocacion de los transportadores puede
corresponder a un sistema de regulacion de la absorcion de hierro, sobre el cual no se
conocen todos los detalles debido a que ha sido el tltimo mecanismo de regulaciéon en ser
reportado, sin embargo, es méas rapido que los mecanismos de traduccion, transcripcion y
sistémico [3], por lo cual es importante comprender su funcionamiento dada su relevancia
dentro del proceso de homeostasis del hierro en el organismo.



1.2. Descripcion del proyecto
En este proyecto de tesis se estudia el movimiento de proteinas transportadoras de hierro
en células CaCo2, las cuales corresponden a una linea celular utilizada en algunos
estudios relacionados con la absorcién de hierro, a través de un modelo matematico

construido en base a la fenomenologia del proceso.

En el modelo desarrollado se considera el movimiento de la proteina transportadora
DMT1 desde su ingreso desde la membrana apical, su desplazamiento en el interior de la
célula, tanto por conveccién sobre los microtibulos como por difusiéon libre en el

citoplasma, y su incorporacién a la membrana basolateral.

Trabajos previos dan cuenta del perfil de distribuciéon de DMT1 en el interior de la
célula, tanto antes de un challenge de hierro, como después de dicho evento, por lo que
se estudia a través de la replicacion de dichos perfiles, a través del modelo
fenomenolégico, los factores que determinan el movimiento de esta proteina

transportadora de hierro.

El modelo consta de ecuaciones diferenciales parciales, permitiendo determinar Ila
concentracion de la proteina tanto en el espacio como en el tiempo. Dicho sistema fue
resuelto mediante diferencias finitas utilizando un software matematico para su

programacion.

1.3. Motivaciéon y justificacion del proyecto

La importancia de realizar estudios que permitan aumentar los conocimientos sobre la
absorcion de hierro se debe a que a través de dichos conocimientos serd posible la
posterior investigacion en tratamientos para las enfermedades asociadas a la absorcion de
hierro, tales como la anemia la cual tiene como una de sus causas un déficit en la
absorcion de hierro, y hematomacrosis la cual se produce por un exceso en la absorcion
de hierro, provocando dano a los tejidos debido a la participacién del hierro en

reacciones oxidativas.

Este trabajo busca por tanto, aportar al conocimiento de la absorcién de hierro a través
del desarrollo de un modelo fenomenologico. Esto es necesario debido a que se pueden
realizar analisis v determinar los procesos principales del fenémeno de una manera mas
rapida y econdémica que de una manera experimental debido a los multiples factores que
podrian estar involucrados en el movimiento de DMT1, los que actualmente no han sido

descritos.

ot



Capitulo 2

2. Objetivos y limitaciones

2.1. Objetivo general
e Estudiar y modelar mateméaticamente el movimiento de proteinas transportadoras

de hierro en células CaCo?2.

2.2.  Objetivos especificos

e Investigar y determinar las variables fundamentales que influyen en el proceso de
relocalizacién de los transportadores en base a la bibliografia disponible.

e Plantear un modelo fenomenologico para el movimiento de los transportadores.

e (Calibrar los parametros del modelo cualitativamente a partir de observaciones
experimentales.

e Realizar simulaciones del modelo realizado utilizando un programa adecuado.

e Analizar y discutir las simulaciones obtenidas.

2.3. Limitaciones
Son pocos los datos experimentales existentes sobre el movimiento de las proteinas
transportadoras de hierro, por lo cual no es posible realizar un ajuste de pardmetros que
permita obtener la real concentracién en el tiempo de dichas proteinas, por lo que sélo se
realizard una blsqueda de los parametros que permitan replicar el comportamiento
cualitativo del movimiento de los transportadores.

En los sistemas biologicos existe una interaccion entre los diferentes procesos que ocurren
en el interior del sistema, en este caso de las células Caco-2, lo cual hace que no sea
posible incluir todos los fenémenos asociados a un determinado proceso sin incurrir en un
elevado costo para su resolucion, y también por el desconocimiento de todas estas
interacciones, por tal motivo el modelo que se realizar4 para el estudio del movimiento
de los transportadores de hierro incluira los principales fenémenos involucrados en el

transporte de este tipo de proteinas.



Capitulo 3

3. Marco teodrico

3.1. Importancia del hierro

El hierro es un elemento importante para la vida de los organismos debido a que
participa de una serie de procesos bioquimicos tales como el transporte de oxigeno,
metabolismo energético y sintesis de DNA, lo cual es posible gracias a su actividad redox
y su capacidad de formar complejos polinucleares, los cuales pueden encontrarse en un
rango de dos hierros como en el caso de la ribonucledtido reductasa hasta méas de 4000
atomos de hierro como en el caso de la ferritina [18]. Sin embargo, altas concentraciones
de este elemento son toxicas para las células debido a su capacidad de, en un ambiente
aerdbico, catalizar la propagacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la
generacién de radicales altamente reactivos a través de la reaccién de Fenton [19, 20].

Las células han desarrollado mecanismos de regulacion de la absorciéon de hierro que
permiten minimizar el riesgo de toxicidad de este elemento, permitiendo por tanto
mantener la concentracion de este elemento en los limites necesarios para satisfacer las
reacciones bioquimicas en la cuales es requerido [20]. No existe un mecanismo de
eliminacion de hierro a través de las células, el hierro es eliminado a través del recambio

de las células epiteliales o a través del sangrado [21].

Un hombre adulto posee alrededor de 35-40 mg de hierro por kilo [21]. Debido a las
caracteristicas ya mencionadas del hierro, existen enfermedades asociadas tanto al déficit

de hierro como a su exceso en el interior de las células.

La anemia es una enfermedad producida por una baja concentracion de hierro. El hierro
es importante para la produccion de los eritrocitos, por lo tanto una disminucion de este
elemento provocard un descenso en la eritropoyesis [21, 22]. Como consecuencia de la
disminuciéon de los glébulos rojos, y por lo tanto de la normal tasa en el transporte de
oxigeno, los pacientes presentaran fatiga, poca tolerancia al ejercicio y disminucion de

sus ritmos de trabajo [21].

Cuando hay un exceso de hierro en las células, se produce un dano en los tejidos,
enfermedad que es llamada hematomacrosis, condicién que es hereditaria. Los pacientes
que poseen dicha enfermedad absorben entre 2 y 3 veces mas hierro que una persona

7



sana. El exceso de hierro es depositado en el higado, corazén, pancreas, glandula
pituitaria y glandula paratiroide. Los sintomas tempranos incluyen fatiga, aletargia,
disfuncién eréctil e incremento en la pigmentacion de la piel[21].

3.2. Sistema general de absorciéon de hierro

La absorciéon de hierro en el organismo, ocurre principalmente en el duodeno por medio
de los enterocitos, los cuales corresponden a las células que cubren las paredes del
intestino delgado, presentando una parte de su membrana hacia el limen del intestino y

otra hacia el torrente sanguineo [23, 24].

El transporte del hierro a través de los enterocitos hasta el torrente sanguineo, puede
dividirse en tres etapas, la primera de ellas corresponde al ingreso del hierro al interior
de la célula, le sigue una etapa intracelular en la cual el hierro se une a componentes

citosolicos y finalmente la transferencia del hierro desde la célula hacia la sangre [15].

El ingreso de hierro al interior de los enterocitos posee 3 vias:

e Absorcién de los iones férricos: El ingreso a la célula se realiza por medio de una
proteina de membrana, la B 3-integrina en asociacién con mobilferrina, la cual
corresponde a una proteina citosolica [25].

e Absorciéon de hierro hemo: El hierro proveniente de la mioglobina y hemoglobina
que se obtienen del consumo de carne, es liberado por medio de la degradacion
proteolitica y es mantenido en forma soluble por los productos de la degradacién
de globina. El hemo entra a la célula como una metaloporfirina intacta. En la
célula el anillo de porfirina es dividivo por medio de la enzima hemo-oxigenasa, y
el hierro liberado se une a mobilferrina y paraferritina, los que actiian como
ferroreductasas [12].

e Absorcién de iones ferrosos: La absorcién de estos iones es facilitada por la
proteina de membrana DMT1 (divalent metal transporter 1)[26]. Asociado
también a esta via se encuentra Dcyb (duodenal cytocrome-b), el cual reduce los
iones férricos permitiendo que estos puedan ingresar por medio de DMT1 [16].

En lo que sigue se hara referencia a la tercera via mencionada para el ingreso el hierro,

es decir, a través de la proteina transportadora de membrana DMT1.

El esquema general de la absorciéon de hierro se muestra en la Figura 1. Como se
mencionod, el ingreso a la célula se produce con la ayuda de una proteina de membrana



llamada DMT1, la cual se encuentra principalmente en la membrana apical de la célula
y que facilita el transporte del hierro en su estado ferroso. Dado que el hierro ingresa a la
célula principalmente como i6n férrico, éste es previamente reducido por el citocromo b

(Dcyb), una hemoproteina presente en la membrana apical del enterocito

En el interior de la célula, el hierro pasa a formar parte de un pool citosélico de hierro
llamado cLIP (citosolic labil iron pool) [27]. Desde este pool el hierro puede ser luego
trasladado a la proteina ferritina, la cual corresponde a una proteina esférica con dos
subunidades, para ser almacenado. La ferritina utiliza el oxigeno para concentrar hierro
celular, el cual puede posteriormente ser utilizado para la sintesis de cofactores para la
respiracién celular y sintesis de DNA [28]. Desde cLIP el hierro también puede ser
transportado a la mitocondria para ser utilizado en proteinas intra y extra

mitocondriales que lo requieran [3].

La salida del hierro desde el interior de la célula hacia el torrente sanguineo es facilitada
por la proteina ferroportina 1 (FPN) [29], la cual se ubica principalmente en la

membrana basolateral de la célula.

Una vez en el exterior, el hierro debe unirse a la proteina transferrina para ser
transportado a través del torrente sanguineo a las células que lo requieran, las cuales
poseen en su membrana receptores especificos para esta proteina. La transferrina es
capaz de unir al hierro en su estado férrico, por lo cual es previamente oxidado por la
proteina hepaestina [4].

Cabe destacar que DMT1 no es una proteina transportadora exclusivamente de hierro,
sino que ademas de ferroso transporta una serie de metales divalentes tales como zinc
(Zn?*), manganeso (Mn?%), cobalto (Co?*), cadmio (Cd?*), cobre (Cu?*), niquel (Ni?*)
y plomo (Pb?*) [30].



3.3. Mecanismos de regulaciéon de la absorcion

Existen diversos mecanismos que permiten regular la absorciéon de hierro, los cuales

permiten una regulacién a distintos niveles y con distintos tiempos de respuesta.

Regulacién a nivel de la traduccion

La regulacién es llevada a cabo por el sistema Iron Responsive Element/Iron
Regulatory Protein (IRE/TRP). En él, el mRNA de las proteinas reguladas posee,
ya sea en su extremo 5’ o 3’ una region IRE, la cual es capaz de reconocer a las
IRP. Las IRP-1 e IRP-2, responden a la concentracién de hierro siendo la primera
inhibida y otra degradada cuando los niveles de hierro son altos. Cuando una IRP
se une a un IRE correspondiente al extremo 5’, el resultado es una inhibiciéon de
la traduccion, mientras que si la zona IRE se localiza en el extremo 3’ el resultado
es la estabilizacién del mRNA correspondiente. La Figura 3 muestra el efecto de
este sistema de regulacion para las distintas proteinas relacionadas con la
homeostasis del hierro, como por ejemplo, se observa que en el caso de una baja
concentracion de hierro, la traduccion de ferritina disminuye, lo cual evitard una
acumulacion de hierro en el interior de la célula, y aumentan los niveles de DMT1

permitiendo una mayor absorcién del hierro disponible. [31]
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Figura 3: Sistema de regulaciéon IRE/IRP. En la imagen se muestra el efecto para las distintas

proteinas involucradas en la homeostasis del hierro. (Modificado de [31])
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e Regulacion a nivel de la traduccién
Los niveles de hierro pueden ser también regulados por proteinas relacionadas con
la inflamacién. Se ha demostrado que moléculas tales como LPS y las citoquinas
TNFa, IFNy, y el factor de transcripciéon NF-kB, inducen la expresion de DMT1.
3]

e Regulacion sistémica
Esta regulacion estd mediada principalmente por la hormona hepcidina, la cual
corresponde a un péptido sintetizado en los hepatocitos. Hepcidina se une al
hierro en el exterior de la membrana basolareral cuando este ha sido trasladado
por ferroportina hacia el torrente sanguineo, provocando que FPN se internalice y
se degrade, disminuyendo de este modo el flujo de salida del hierro. La sintesis de
hepcidina es estimulada por las concentraciones de hierro plasmatico, mientras
que su inhibicién es provocada por la actividad eritropoyética [9].

e Movimiento vesicular
Existe un fenémeno que se conoce como ‘bloqueo de la mucosa’, el cual describe la
habilidad de que una dosis inicial de ingesta de hierro bloquee la absorcién de una
segunda dosis. Actualmente una explicacion a este fenémeno ha sido el
movimiento de los transportadores de hierro al interior de la célula,
especificamente de DMT1 [15], lo que provoca que las proteinas transportadoras
ya no se encuentren disponibles para la absorcion de hierro en la membrana apical
disminuyendo de esta manera el ingreso de hierro al interior de la célula.
Este movimiento de los transportadores de hierro en el interior de la célula se
produce a través de las vesiculas que contienen a DMT1 [32], [33] las que se
desplazan por mecanismos que son descritos mas adelante, y se transportan desde
un extremo al otro como respuesta a la concentracion del hierro extracelular,

siendo por tanto otro de los mecanismos de regulacion.

En la Tabla 1 se muestran los tiempos de respuesta para cada uno de los sistemas de
regulacién mencionados, se puede observar que la mayor velocidad de la regulacion esta
dada por la endocitosis o translocacion de los transportadores de hierro.

Tabla 1: Tiempos de respuesta de los distintos sistemas de regulacion de la absorcion de hierro [3].

Proceso DMT1 FPN
Endocitosis 30-60 min | 30-60 min
Regulacién de la traduccion 1.5-3 horas

Regulacion de la transcripcion | 12-36 horas | 24-36 horas

Regulacién sistémica 3-4 dias 3-4 dias
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Debido a que el movimiento vesicular de las proteinas transportadoras es el mecanismo
de regulacion de interés para lo que sera el trabajo de tesis, se presentarda con mas
detalle a continuacion.

3.4. Bloqueo de la mucosa y movimiento de los trasportadores

Actualmente, Marco T. Nuifiez et al, ha mostrado que el fenémeno denominado ‘bloqueo

de la mucosa’ esté asociado a la traslocacion de los transportadores de hierro [15].

Trabajos anteriores a los de Marco T. Nuifiez han estudiado el fenémeno de ‘bloqueo de
la mucosa’ intentando también determinar sus causas. D. M. Frazer et al [17], observo
una disminucién de la sintesis de DMT1 y Dcyb, al observar la produccién del mRNA
para estas proteinas frente al fenémeno estudiado.

Otra explicacion al fenémeno de bloqueo de la mucosa estd dada por el trabajo de
Yugiang Ma [34], y se refiere a la posible transcitocis del hierro como medio de
transporte a través de la célula. La transcitocis es el mecanismo por el cual una molécula
es transportada desde un extremo a otro de una célula por medio de vesiculas. En este
trabajo se propone que el transporte de hierro puede servir como un fendémeno
regulatorio, secuestrando el DMT1 desde la membrana apical y limitando por tanto el

consumo de hierro.

Lo anterior podria indicar que no existe un inico mecanismo involucrado en el proceso
de bloqueo anteriormente mencionado. Sin embargo, el movimiento de los
transportadores frente a una concentracion de hierro en la cara apical de la célula ya ha
sido probado.

En la Figura 2, del capitulo 1 se puede observar uno de los experimentos realizados en el
trabajo de Marco T. Nufiez, en él se administré una dosis intragastrica de hierro (20 mg
de FeS0,4 en 250 ul de 0.01 NHCI) a ratas, y a las 3 horas se tomé una muestra de tejido
del duodeno y se detectaron las proteinas de interés mediante inmunofluorescencia,
encontrandose que en el caso de los ratas cuya dosis de hierro habia sido administrada
presentaban una distribucién de los transportadores hacia el interior de la célula,
mientras que en el control la proteina DMT1 (marcador rojo) se encontraba concentrada
en la membrana apical y la proteina FPN (marcador azul) principalmente en la
membrana basolateral. Se observa el nticleo en fluorescencia azul ya que ha sido tenido

como un marcador.
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Cabe destacar que en el control tanto para DMT1 como para FPN se observa una
pequena concentraciéon de los mismos en la membrana opuesta a lo esperado, es decir, se

observa DMT1 en la membrana basolateral y FPN en la membrana apical.

En el mismo trabajo, se encuentra uno de los experimentos mas interesante para el
desarrollo de este trabajo de tesis, debido a que permite determinar la velocidad a la cual
los transportadores se translocan al interior de la célula, y los perfiles de concentracion a
través del tiempo observando por tanto la manera en que los trasportadores se
desplazan.

En la Figura 4 se observa la distribucion de DMT1 respecto al tiempo, en el eje vertical
se muestran distintos cortes de la célula, mientras que en el eje horizontal se encuentra
el tiempo. En este experimento se transfectaron células Caco-2 para que estas expresaran
DMT1 unido a la proteina de fluorescencia cian, por lo tanto la intensidad de la
fluorescencia se relaciona directamente con la concentracion de la proteina. Estas células
fueron cultivadas en un inserto, el cual permite que a estas células se les pueda anadir un
medio distinto a cada lado de la membrana.

Las iméagenes fueron tomadas con un microscopio confocal, el cual tiene la opcion de
realizar cortes de las células y de ser programado para realizar este proceso por una
determinada cantidad de tiempo obteniéndose galerias de imagenes como la de la Figura
4.

En el tiempo cero, se anade al medio de las células una dosis de hierro de 20 uM de
sulfato amonico ferroso, y se observa que a medida que transcurre el tiempo la
concentracion de DMT1 se desplaza al interior de la célula alcanzando incluso la

membrana basolateral para un tiempo cercano a los 30 min.

En la Figura 4 B se muestra un grafico de la intensidad de fluorescencia en el tiempo
para dos cortes de la célula, uno a 4 um de la membrana apical y el otro a 14 um, por lo
cual se encuentra cercano a la membrana basolateral. Se puede observar que para el caso
cercano a la membrana apical hay una disminucién de la concentracion de DMTI,
mientras que cerca de la membrana basolateral se observa un aumento en la intensidad
de la fluorescencia.
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Figura 4: Cinética del movimiento de DMT1 desde el dominio apical al basal [15].

3.5. Estudio de absorcion de hierro mediante células Caco-2

Las células Caco-2 corresponden a una linea celular proveniente de un adenocarcinoma
de colon. Esta linea celular es ampliamente utilizada en el estudio de transporte de
hierro debido a sus caracteristicas similares a las de los enterocitos, siendo la principal de
ellas que cultivadas de la manera adecuada Caco-2 presenta polaridad, es decir, posee

una cara apical y una cara basolateral [2].

Estas células pueden ser cultivadas de manera que formen una monocapa, lo que permite
que en un inserto sea posible someterlas a un medio de cultivo distinto para cada una de
sus membranas, pudiendo de esta manera recrear las condiciones fisiolégicas de los
enterocitos del duodeno [35].
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3.6. Transporte intracelular

Transporte intracelular general
El transporte intracelular de proteinas secretadas y proteinas de membrana se produce a
través de vesiculas, las cuales en células de gran tamaio y también en aquellas células

polarizadas como los enterocitos, se lleva a cabo a través del citoesqueleto [36].

El citoesqueleto corresponde a un conjunto de proteinas que forman una red que le
otorga a la célula soporte para su estructura, organiza las estructuras internas y
participa en los fenémenos de transporte, trafico y divisién celular [37].

Se compone de tres tipos de filamentos citoesqueléticos [38]:

- Microfilamentos de actina: Compuestos por una proteina globular llamada actina.
Su funcién principal es la contraccion muscular, la formaciéon de pseuddpodos,
mantenimiento de la morfologia celular y en la citocinesis de las células animales.

- Filamentos intermedios: Estos se conforman por distintas proteinas dependiendo
del tejido en el que se hallen. Su principal caracteristica es que le brindan soporte
a los organelos, organizando de esta manera la estructura tridimensional interna.

- Microtubulos: Los microtubulos corresponden a una de las estructuras principales
del citoesqueleto, y una de sus funciones corresponde al transporte intracelular, lo
cual incluye el transporte de las vesiculas como lo es el caso que se desea estudiar
con DMT1. Debido a esto, a continuaciéon se describen los microttibulos con
mayor detalle:

Microtibulos

Los microtibulos estan compuestos por un heterodimero de alfa y beta tubulina, cuyo
peso molecular es de aproximadamente 55 kD. Las tubulinas se polimerizan para la
formacion de los microtiibulos, los cuales consisten generalmente de 13 protofilamentos
ensamblados alrededor de un agujero central.

Los filamentos de los microtibulos corresponden a estructuras polares que poseen un
extremo plus de rapido crecimiento y un extremo minus de lento crecimiento. Esta
polaridad serda importante para la determinacion de la direcciéon del movimiento a lo
largo de los microtubulos.
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Figura 5: Estructura de los microtibulos (modificado de [39])

Los microtibulos también tienen la capacidad de despolimerizarse, y tanto la
polimerizaciéon como el caso contrario, estan controladas por GTP. GTP se une a (-
tubulina hidrolizandolo a GDP durante o luego de la polimerizacién, si la velocidad con
la que los dimeros de tubulina se unen al microtubulo en crecimiento es mayor se tendra
que habra siempre en el extremo del microtibulo un conjuntos de dimeros-GTP lo cual
corresponde a una estructura que hace mas estable el extremo mas. Sin embargo, si la
velocidad de unién de los microtibulos es menor, se alcanzara la hidroélisis de GTP
teniendo en el extremo un conjunto de dimeros GDP, los cuales tienen una adhesion
inestable entre ellos cuando forman parte del extremo del microtiibulo. El mecanismo

anteriormente descrito se representa en la Figura 6.
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Figura 6: Representacion de la inestabilidad dinamica de los microtabulos (modificado de [39])
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En la mayoria de las células los microtibulos se extienden desde un centro organizador
en el cual se encuentran anclados los extremos minus del microtibulo. En animales este
centro corresponde principalmente al centrosoma, el cual se encuentra cercano al nicleo.
Los centrosomas en la mayoria de casos poseen un par de centriolos orientados
perpendicularmente rodeados de material periocentriolar. Los centriolos son estructuras
cilindricas consistentes de nueve tripletes de microtibulos (similar a los cuerpos basales
de cilios y flagelos). Los centriolos parecen ser dispensables para la funcién de
orientacion de los microttibulos, puesto que dichas estructuras no se encuentran en las
células vegetales y no por ello dejan de orientar sus microtubulos. En estos casos los
microtubulos terminan en material pericentriolar y no en centriolos. Los extremos plus

suelen estar ubicados hacia la periferia de la célula [40].

Existen en el interior de la célula diversas proteinas que interactian con los
microtibulos ya sea para aumentar su disociacion o bien estabilizar la unién de las
subunidades de los microtdbulos (tal como las MAPs o microtubule-associated proteins).
Dentro de estas proteinas destacan kinesina y dineina, las cuales tienen como funcion el
transporte de organelos y vesiculas al interior de la célula [36]. Debido a su funcién, estas
proteinas son de importancia para la comprensién del trasporte de las vesiculas de

DMT1 en el interior de la célula, por lo que se analizan en mayor detalle mas adelante.
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3.7. Dineina y kinesina

Kinesina y dineina son dos proteinas motoras, las cuales se desplazan por el microtibulo
trasladando en su extremo no unido al microtibulo organelos y vesiculas. Kinesina esta
conformada por dos cadenas pesadas y dos cadenas livianas, su uniéon al microtibulo
ocurre en el sector de las cadenas pesadas, mientras que Dineina es mas compleja en su

estructura, conformado de dos cadenas pesadas y 4 livianas. [41]

Tanto en kinesina como en dineina se ha observado que el tamano del paso sobre el
microtibulo es de 8 [nm]| [40, 42], por lo que su velocidad depende de la frecuencia con la
que se den estos pasos. Se ha observado que la velocidad varia con el tamafio de la carga
sobre la proteina motora, encontrdndose velocidades desde 0.5 [um/s] hasta 15 [um/s]
[40] y la frecuencia hacia minus y plus es la misma para ambas proteinas y requieren de
ATP para su traslocacién sobre los microttbulos [43].

Dado que la carga sobre la proteina es importante, serd distinta la velocidad para el
transporte de un organelo que el transporte de una vesicula que contiene proteinas de
transporte. Una situacion de trasporte que es semejante al de este estudio corresponde al
transporte de vesiculas con proteinas GLUT-4. Un experimento realizado sobre el
desplazamiento de estas vesiculas sobre el microtibulo muestra que las velocidades
alcanzadas en este tipo de vesiculas varia entre un 0.3 y 0.4 [um/s] [44].

Otra caracteristica que es importante mencionar de estas proteinas motoras es que son
procesivas, lo que indica que no recorren el microtibulo en su totalidad, sino que dada

una cierta cantidad de pasos éstas se desprenden del microtubulo [45-46].

3.8. Transporte intracelular en células Caco-2

Es necesario conocer si los fundamentos del transporte mencionados anteriormente
aplican al caso de las células Caco-2, ya que es a partir de estas que se obtuvieron los
perfiles de absorcion de hierro que son utilizados como referencia para el desarrollo del

modelo matematico.
La linea celular Caco-2, es una célula polar al igual que todas las células epiteliales, en

concreto, es similar a los enterocitos [2]. Este tipo de células se especializa en el trasporte

de elementos desde un extremo de la célula hacia el otro, generalmente para transportar
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elementos desde un extremo expuesto al exterior hasta el otro expuesto al interior del

organismo [47].

Para determinar como es la estructura del citoesqueleto de estas células, se han realizado
estudios que han permitido determinar especificamente la orientacion de los
microtibulos en distintas células polares, encontrandose que éstos se encuentran
localizados en el eje apical-basolateral, permitiendo de esta manera que las vesiculas sean

afectivamente transportadas desde un lado hacia el otro. [47]

Estudios especificos sobre Caco-2 han corroborado estos hechos y ademéas se ha mostrado
que la polaridad de los microtiibulos es con el extremo minus hacia la membrana apical

y el extremo plus se encuentra en la membrana basolateral [47-48].

3.9. Movimiento de transportadores DMT1

Ya se han revisado los elementos esenciales del transporte vesicular y su caso especifico
para las células Caco-2, lo cual debe ahora incorporarse al conocimiento que se tiene
sobre el movimiento de DMT1 ya que corresponde a la proteina transportadora de

interés para comprender el mecanismo de ‘bloqueo de la mucosa’.

Lo que se conoce hasta ahora de la cinética del movimiento de DMT1 luego de que la
célula ha sido expuesta a una concentracion de hierro extracelular son los resultados
obtenidos por Marco T. Nunez. A partir de la Figura 4, se puede obtener informacién
sobre la distribucion de DMT1 en el tiempo y en el espacio, mientras que las Figura 7 y
Figura 8, las cuales han sido obtenidas a partir de la misma Figura 4, muestran el perfil
de concentracion de la proteina transportadora en el estado previo al challenge de hierro,
lo que corresponde por tanto a un estado basal de la célula, y el estado final de la

proteina luego de 30 min de haber sido expuesta a esta concentracién de hierro.

A partir de los mismos resultados se puede graficar la variacion en el tiempo en una
posicion determinada. La Figura 9 muestra la variacion en el tiempo en 3 posiciones, en
el extremo apical, en el centro de la célula y en el extremo basolateral, recordando que el
tiempo 0 corresponde al momento en que se realiza el challenge. Se observa la
disminucion de la concentracion de DMT1 en el extremo apical, mientras que en el

centro de la célula y en el extremo basolateral hay un aumento en el tiempo.

Los perfiles descritos anteriormente corresponden a los perfiles que se desean obtener

para el estudio del movimiento de estos transportadores de hierro, a través del modelo
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matematico que se desarrollara, ya que son lo que reflejan el fenémeno de bloqueo de la

mucosa que es sefialado anteriormente en este capitulo.
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Figura 8: Distribuciéon final de DMT1 en la célula post challenge de hierro
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Figura 9: Variacion de la cantidad de DMT1 en el tiempo. Se muestra la intensidad de fluorescencia, la
cual se relaciona directamente con la cantidad de DMT1, para 3 secciones de la célula.

3.10. Modelos de movimiento intracelular

Dado que el movimiento intracelular es un tema que posee varios estudios, por lo cual
los principales factores son conocidos tal como ya ha sido descrito, se tiene que existen
ya algunos modelos que permiten simular el transporte de vesiculas en el interior. A

continuacion se describiran algunos de ellos.

Modelo matematico de vias metabdlicas de senalizacién de insulina [49]

Un caso de movimiento vesicular de proteinas transportadoras se da en el caso del
ingreso de glucosa a las células, la cual es transportada hacia el interior a través de unas
proteinas transportadoras denominadas GLUT-4. Estas proteinas se encuentran en
vesiculas al interior de la célula y se traslocan hacia la membrana gracias a una via de
senalizaciéon que comienza cuando la insulina se une a sus receptores, los que se
encuentran ubicados en la membrana de las células. Los niveles de insulina estan
asociados a los niveles de glucosa que se encuentran en la sangre, iniciando por tanto
una cadena de sehalizacion adecuada para la cantidad de glucosa que debe ser absorbida

por las células.
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Este ejemplo tiene caracteristicas similares al caso que se desea estudiar, dado que
implica la traslocacién de proteinas transportadoras, aunque en distintas direcciones, en

funcién de factores externos.

Un modelo que representa esta traslocacién dada la via se sehalizacion se encuentra
publicado bajo el titulo: ‘A mathematical model of metabolic insulin signaling pathways’,
y contempla toda los factores involucrados en la via. En la Figura 10 se observa el
diagrama que representa el proceso de traslocacién de los transportadores GLUT-4,
donde el ‘efecto metabolico’ es el resultado neto de la senalizacion.

Membrana plasmatica | I l l | I | I I

'Efecto’ |
Metabollco
(+ ) .
- k 13 k.\fl

Figura 10: Diagrama de traslocacion de transportadores de glucosa GLUT-4 (modificado de [49]).

Y las ecuaciones que describen esta parte del proceso son las siguientes:

dx, ,
dr k_13%31 — (k13 + kL13)xp0 + k4 — k_14%29
dx ,
d;l = (ky3 + ki3)x20 — k_13%21

Las cuales provienen de la realizacion de un balance de masa y corresponden a
ecuaciones diferenciales ordinarias de primer orden, dependiendo sélo del tiempo, ya que
en el modelo s6lo hay dos posiciones, la membrana y el interior de la célula, lo cual no
permite estudiar el movimiento de las vesiculas de GLUT-4. Debido a esto, de este
modelo sélo se obtiene una idea inicial de cémo representar el proceso de endocitosis y

exocitosis de los transportadores.
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Modelo de endocitosis en el espacio y en el tiempo [50]
Debido a que las vesiculas se transportan en el interior de la célula, se puede considerar
en una primera aproximacion que a este fendmeno se pueden aplicar las ecuaciones que

son fundamentales para el transporte de una particula en un medio difusivo.

Las ecuaciones basicas para el transporte corresponden a las siguientes:

aC(x v,Z,t)
B Y 2vpl+2va+vm

Donde, C es la concentracion de la especie y depende tanto del tiempo como del espacio,
Vp; corresponde a la tasa de produccién, vy a la tasa de consumo y vy, a la tasa de

movimiento.

Alul: idi : Fusiv :
En las células, vy, puede ser dividido en un componente difusivo y en un componente de
trafico, y asumiendo que la difusividad no cambia en el espacio se tiene que la expresion
que describe el transporte difusivo y el componente de trafico, seran respectivamente,

0%c N 20%C N d%C
d0x? 0dy? 0z2

UdzDAC:D<

aC aC ac
v = —(Vx(x,y,z,t)a+ Vy(x,y,Z.t)@+ (%, 9,2, t)—)

Todas las ecuaciones anteriormente mostradas estan escritas en términos generales, por
lo tanto pueden ser adecuadas para distintos casos con las adecuadas suposiciones, es
decir, si el movimiento se desarrolla mayoritariamente en un solo eje, los otros pueden

ser despreciados para dicho caso.

Modelos de transporte motor-asistido de particulas intracelulares [51]

Dado que el movimiento de las vesiculas y organelos dentro de la célula se realiza a
través de las estructuras del citoesqueleto, hay un modelo que incluye dichas estructuras,
el cual considera las siguientes suposiciones: 1) una ‘particula’ consiste en el complejo
entre un organelo o vesicula y las proteinas motoras, 2) las particulas pueden difundir
libremente en solucién o moverse sobre un filamento a una velocidad constante v (la
‘velocidad del motor’), la cual depende del ntmero de proteinas motoras sobre la
particula, 3) las uniones y liberaciones desde los filamentos son procesos cinéticos

especificados por velocidades constantes de primer orden, 4) en el caso general de
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transporte bidireccional la union es seguida por movimiento en alguna direccion como
resultado de la presencia de filamentos o motores con ambas polaridades. Por
conveniencia se asume que la polaridad de los filamentos es la que determina la direccion
en la cual los filamentos son transportados.

El caso es unidimensional y tiene bordes en x =0y x = L, y las concentraciones de las
particulas varian sélo en el eje x, tal como se muestra en la Figura 11. Los espacios entre

los filamentos permiten que exista difusion.

Ne=n

n,=An

x=0 s ) X x=L

Figura 11: Modelo de transporte de particulas asistidas por proteinas motoras (modificado de [51])

Para poder escribir las ecuaciones que representan este modelo, se tiene que vy >0 y
v_ < 0 son las velocidades motoras en las direcciones de crecimiento de x, para las
particulas que viajan sobre los filamentos de salida y de entrada respectivamente. Se
tiene también que k, y k_ son velocidades constantes de primer orden para la unién a
los filamentos, mientras que k) y k. son las velocidades constantes para la desunion
desde los filamentos. Finalmente se tiene que D es la constante de difusion de la

particula libre.

Las variables del modelo seran ny(x,t) que representa la densidad de las particulas libres
a una distancia x, y ny(x,t) corresponden a las densidades sobre los filamentos que se
orientan hacia la derecha o hacia la izquierda. Ambas variables satisfacen las ecuaciones
de reaccién, difusiéon y transporte.
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Las ecuaciones que representan por tanto el modelo seran,

ony(x,t) b 0%ny(x,t)

- 5 = (e +kIng + kiny +kln_

—(’)nia(:c, ) + vy —Onia(;c, 2 = king — king

Este modelo es general para cualquier tipo de filamento de transporte, como lo podrian
ser los filamentos de actina o un microtibulo, y tiene la caracteristica de incluir las
polaridades que puede tener tanto el filamento en si, como las distintas proteinas
motoras. Es interesante también debido a que modela el movimiento en el espacio y en el
tiempo, lo cual permite obtener perfiles de concentracion en cualquiera de las dos

dimensiones.

Modelo de trafico intracelular de vectores de adenovirus [52]

Los vectores de adenovirus al igual que vesiculas y organelos, se transportan sobre el
citoesqueleto, es especial es modelo considera que el transporte se realiza sobre los
microtibulos. La disposicion de los microtibulos es radial, suponiendo que la célula es

redonda y el nticleo se encuentra en el centro de la misma.

Basado en el modelo anterior se considera la existencia de transporte difusivo, como
también del transporte sobre el microtibulo propiamente tal. En este caso en el modelo
no hay un conjunto de filamentos con distintas polaridades, como lo que se puede
observar en la Figura 11 del modelo anterior, sino que hay un microtibulo y las
particulas se unen en una u otra direcciéon con determinadas constantes de velocidad, lo
cual modela la actividad de kinesinas y dineinas. Sin embargo, en ambos casos las
ecuaciones son planteadas de la misma manera ya que los efectos de considerar un caso o

el otro son los mismos. El esquema que representa este modelo se muestra en la Figura
12.



Particulas
Difusivas

k,
Transpaorte
extremo minus

Transporte
extremo plus

y s=-1 s=+1

. —

| 4

Microtibulo

Figura 12: Modelo de transporte sobre el microtibulo (modificado de [52])

Las ecuaciones que permiten la simulaciéon del movimiento sobre el microtiibulo en
modelo son:

on d d /n
6_1:0 =(kin_y+ning)—(k_nyg+kyn,)+D —[r _(_0)]

orl or\r
A Y
ot = Mea T R-To T Ton
on 1 , on 1
a;:_ = _k+ Tl+1 + k+ Tlo - V+ a:

El resto de las ecuaciones de este modelo no han sido consideradas puesto que no tienen
relaciéon con el mecanismo de transporte sobre el microtibulo que es lo que se modelara
en este trabajo. Notar que el transporte en este caso estd dirigido hacia el centro del
célula, por lo que las derivadas espaciales son respecto al eje radial, por lo que las
ecuaciones pueden ser modificadas para considerar un caso en el cual el sistema de
referencia sea distinto, por ejemplo, un eje cartesiano para representar un caso en el cual

el desplazamiento no esta dirigido hacia el ntcleo de las células.
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Capitulo 4
4. Metodologia

4.1. Herramientas utilizadas
Para la resolucion del sistema de ecuaciones que representan el modelo realizado se
utilizo el método de resolucion de diferencias finitas, y para la simulacion del modelo se

utilizé un software apropiado el cual se encuentra optimizado en el uso de lenguaje
matricial, permitiendo un facil manejo de los datos y escritura del programa.

4.2. Esquema del proceso realizado

Para cumplir con los objetivos del presente trabajo de memoria se siguié una serie de

pasos los cuales se resumen en el esquema presentado en la Figura 13.

Buscar y estudiar bibliografia del proceso

Comparacién con fendmenos similares

Formulacion de un modelo fenomenoldgico

Calibrar parametros a partir de datos experimentales

Evaluar desempefio a partir de datos experimentales

Fin
Figura 13: Esquema de trabajo
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La primera etapa de la metodologia consiste en una busqueda bibliografica, la cual
permite en primera instancia comprender el contexto del problema a abordar y luego
poder realizar un bisqueda bibliografica més precisa que permita la determinacion de los
componentes principales del sistema debido a que por la complejidad de los sistemas

biol6gicos no es posible incluir todos los componentes involucrados.

Una vez identificados estos componentes se revisa, también a través de busqueda
bibliografica sistemas similares, paso que permite conocer maneras en las cuales podria

ser abordado el problema a partir de soluciones ya conocidas en otros casos.

La siguiente etapa en la metodologia corresponde a la formulacién de un modelo
fenomenoldgico a partir de los conocimientos adquiridos en las dos etapas previas. Luego
de esto, se deben calibrar los parametros de manera que se pueda replicar el perfil de
concentracion que se encuentra disponible en la bibliografia. Cabe destacar que debido a
la falta de datos experimentales cuantitativos no se puede realizar un ajuste de
parametros que represente la concentracion en el tiempo como realmente es, sino que

solo se pueden obtener los perfiles de concentraciéon de una manera mas bien cualitativa.

Luego viene una etapa final que consiste en la evaluacion del modelo realizado, en la
cual se modificaran los parametros de manera que observar si el comportamiento de los
perfiles de concentracién se comportan cualitativamente de acuerdo a lo esperado, de ser
asi se considera que el desempeno del modelo es bueno y se finaliza el proceso, si el
desempeno del modelo no es satisfactorio se debe realizar un analisis del modelo
planteado en el paso 3 y de esta manera modificar y realizar los pasos siguientes hasta
que el desempeno sea satisfactorio y el modelo permita de esta manera estudiar y

comprender el movimiento de los transportadores de hierro.
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Capitulo 5

5. Resultados y discusiones

5.1. Modelo del transporte de DMT1

Dado que el transporte de DMT1 en el interior de las células ocurre a través de
vesiculas, y éstas son transportadas principalmente a través de proteinas motoras como
dineina y kinesina sobre los microtibulos [37], a partir del estudio de los modelos
descritos en el capitulo 3, en especial el modelo de transporte de una vesicula de virus
hacia el nicleo de una célula [52], se realiza un modelo que considera este el transporte
mediado por proteinas motoras, sin embargo, se modifica la geometria puesto que en el
caso que se quiere estudiar el transporte se realiza desde un extremo hacia el otro de la
célula, mientras que en el caso detallado en la publicacién mencionada el transporte es

en direccién hacia el ntcleo.

Da(t) Dg(t)
T O\ K, ANV
o 1 S
o ]
< / T

x v N

v <V
v,

Y iNem 5 v,

x=0 x=1

Figura 14: Diagrama modelo propuesto

La Figura 14 representa el modelo propuesto. El transporte se considera solo en el eje
apical-basolateral y se realiza a través de vesiculas, considerandose que cada una de ellas
contiene un trasportador DMT1, por lo cual la concentraciéon de vesiculas es
proporcional e igual a la de DMT1. Este supuesto permite la realizacién de un modelo
mas simple que en el caso en que se tuviera que considerar una distribucion en la
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cantidad de transportadores por vesicula, ademés que esa misma consideracion anadiria
otro supuesto ya que no hay estudios que muestren dicha distribucién en las vesiculas
para el caso de DMT1 en Caco-2.

En el modelo propuesto, el transporte se realiza sobre el microtubulo a través de las
proteinas transportadoras kinesina y dineina, kinesina dirigida hacia el extremo plus y
dineina dirigida hacia el extremo minus, y las vesiculas pueden unirse a dichas proteinas

y liberarse de las mismas con determinadas constantes cinéticas.

En los extremos del microtibulo, justo en la posicion anterior a las caras apical y
basolateral, las vesiculas que se llegan con velocidad v se encuentran con las respectivas
membranas y se fusionan con ella. Por otro lado, las vesiculas que se generan en las
membranas pueden liberarse y posteriormente unirse a una kinesina o dineina segin
corresponda, o unirse directamente desde la membrana a una proteina motora y
comenzar a desplazarse por el microttubulo.

Por tanto, las variables y parametros que conforman el modelo propuesto son:

Tabla 2: Parametros del modelo

Parametro Unidad Descripcién
Da(t) [mol] Concentracién de DMT1 en la membrana apical
m
Dp(t) _m_OZ_ Concentraciéon de DMT1 en la membrana basolareral
m
D_(t, x) mol] Concentraciéon de DMT1 en sentido minus (proteina
L m? | motora: dineina)
D, (t, x) [mol] Concentracién de DMT1 en el sentido plus (proteina
L m? | motora: kinesina)
Dy (t, x) 'm_ozl' Concentracién de DMT1 no unida a proteina motora
m
kq [1] Constante de velocidad de liberaciéon de DMT1 desde la
S membrana apical
k [l] Constante de velocidad de liberacién de DMT1 desde la
s membrana basolateral
ki [E] Constante de velocidad de fusibn de DMT1 a la
s membrana apical desde D,
k3 ﬁ] Constante de fusion de DMT1 a la membrana apical
s desde D,
k_ l Constante de union de DMT1 a dineina
S
k” 1 Constante de liberacién de DMT1 desde dineina
s
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Tabla 2: Parametros del modelo (continuacion)

Parametro Unidad Descripcién

ky 1 Constante de unién de DMT1 a kinesina
s

k' 1 Constante de liberacién de DMT1 desde kinesina
s

Ya l Constante de fusién de DMT1 proveniente de D_a la
LS ] membrana apical

VB l Constante de fusion de DMT1 proveniente de D, a la
LS membrana basolateral

v [E] Velocidad de proteinas motoras (i.e. de DMT1 en
s direccién minus o plus)

Vo [m_z] Coeficiente de difusién para Dy
s

El modelo propuesto contiene algunos supuestos que permiten simplificar el problema sin
dejar de lado los elementos principales del transporte de vesiculas en el interior de la
célula, los cuales consisten en considerar que la velocidad sobre el microtibulo es
constante, que las vesiculas estan afectadas por la difusion cuando no estan asociadas al
microtibulo (la difusiéon podria estar representando una serie de procesos y no sélo una
difusion libre en el citoplasma) y también considerar que las constante de unién y
desunién a las proteinas motoras son constante, ya que podria haber una distribucion en
la concentracién de tales proteinas, lo cual no ha sido estudiado en estas células. Sin
embargo, los elementos principales del transporte, que corresponden a un transporte
convectivo llevado a cabo por proteinas motoras, las cuales son procesivas [45] y por
tanto no se mantienen unidas al microtiibulo durante todo el recorrido, son consideradas

por el modelo propuesto.

Como se menciond, algunas de las cosas que no fueron consideradas es la probable
variabilidad de la velocidad de las proteinas motoras durante el trayecto, lo cual es
debido al tamano variable de las vesiculas dadas las distintas concentraciones de DMT1
en cada una de ellas y también a la fusiéon de vesiculas que ocurre durante el transporte
por los microtibulos [37], lo cual genera que la carga de las proteinas motoras no sea
constante durante todo el recorrido afectando de este modo la velocidad de ellas [44].

Sobre lo que sucede en el sitio donde finalizan los microtibulos y se encuentran con la
membrana celular no hay mayores detalles bibliograficos, por lo cual podrian
considerarse otras opciones para representar el paso de las vesiculas a su uniéon con las
proteinas motoras. Lo propuesto en este modelo, tal como se explica mas atras, es la

fusion y liberacién directa entre la proteina motora y la membrana, como también la
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liberacion de la vesicula en primer lugar y luego la unién a las proteinas motoras. Otra
opcion seria considerar que las proteinas se fusionan y liberan sin ninguna asociacién
previa o inmediata con alguna proteina motora, siguiendo luego el mecanismo
considerado en el resto de la célula. Esto asumiria que ningin microtibulo “choca”
directamente con la membrana, lo cual podria ser un buen supuesto considerando que la
distribucién de los microtibulos justo cerca de las membranas apical y basolateral es
distinta a la que se encuentra al interior de las células a lo largo del eje apical-
basolateral [48]. Por otro lado, en otro estudio se observa que la unién entre la vesicula
formada y el microtibulo es muy répida [53], lo cual podria ser representado por el
término y del modelo propuesto, o con una mayor velocidad de la constante cinética de
asociacion a las proteinas motoras luego de la formacion de la vesicula. Debido a lo
anterior seria recomendable realizar una comparacion entre este modelo y uno que no
considere la conexiéon directa de microtubulo-membrana y de esta manera observar cual

representa de mejor manera los perfiles reales de concentracion de DMT1.

Ecuaciones del modelo

El sistema de ecuaciones que representa el modelo propuesto son las siguientes. El

detalle de cémo se deduce cada ecuacién se encuentra en el Anexo.

D — 5 D_(5,0) + K§ Do(8,0) — (s + K ID4(0)
% =vDi(t,1) + ky Do(t,1) — (ky +vp)Dp(t)

aD_(t, aD_(t,
&x) _ 00X i () + k_Dy(t,2)

Jt 0x
aD, (t,x) D, (t,x)
+a—t = —U-I-a—x - k+D+(t, x) + k+D0(t; x)

dDy(t,x) _ 02Dy(t,x)
ot 0T gx2

(k_ 4+ k.)Do(t,x) + ki, D, (t,x) + k_D_(t, x)

Las ecuaciones para Dy y Dg corresponden a ecuaciones diferenciales ordinarias, puesto

que sOlo poseen derivada temporal. Son ecuaciones de primer orden.
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Se tiene que para D_ y D, las ecuaciones poseen un término convectivo, el cual se genera
a partir del desplazamiento de las vesiculas por las proteinas motoras. Ambas
expresiones corresponden a ecuaciones diferenciales parciales lineales no homogéneas de
primer orden con coeficientes constantes, cuyas derivadas son con respecto al tiempo y a

la posicion dentro de la célula.

En el balance de D, se observa el término difusivo, el cual representa el movimiento de
DMT1 debido principalmente a la diferencia de concentraciéon entre dos puntos, éste
término proviene de la ley de Fick. Se consideré que el sentido del desplazamiento se
realiza solo sobre el eje apical-basolateral. Esta es una ecuacion diferencial parcial lineal
no homogénea de segundo orden y parabdlica con dos variables independientes y

coeficientes constantes.

Como se observa en el Anexo, las ecuaciones provienen de realizar un balance de masa
para las distintas especies consideradas, esto es:

Aculumacion especie i
= Entrada especie i — Salida especie i + Generacion especie i
+ Consumo especie i

Pero en este caso no existen los términos de generacion y consumo para ninguna de las
variables consideradas, debido a que el modelo propuesto sdlo considera el movimiento
de las proteinas transportadoras y no considera la regulacién a nivel de produccién de
proteinas o degradacion de las mismas, por lo tanto la cantidad total de DMT1 se
mantiene constante en el tiempo. Esto es una buena aproximacion puesto que el
movimiento de DMT'1 ocurre en un tiempo menor que la regulacion sistémica, tal como

se muestra en el capitulo 1, Tabla 1.

El término de acumulacion se refiere a la variacion de la concentracién en un intervalo
de tiempo, en el estado estacionario este término es cero, pues se alcanza un equilibrio en
el cual lo que entra es igual a lo que sale en un determinado elemento de volumen, y por
tanto la concentraciéon total en dicho elemento de volumen se mantiene constante en el
tiempo. La célula frente a un estimulo modifica la distribucién de DMT1 hasta alcanzar
un estado estacionario, en el cual se mantendra hasta que otro estimulo lo modifique.
Esto se observa en el experimento que muestra la distribuciéon de esta proteina
transportadora en el tiempo [15], en el cual la célula se encuentra en un estado
estacionario inicial y al ser sometida a un challenge de hierro la distribucién de la
concentracion de DMT1 es modificada.
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Condiciones de borde

Para que el problema tenga solucién Unica, es necesario definir las condiciones de borde
y las condiciones iniciales para el sistema de ecuaciones diferenciales dado.

Las condiciones de borde necesarias corresponde al borde en la posicién 0 para D,, dado
que en dicha posicibn comienza el desplazamiento de esta variable, mientras que
concentracion en la posicion en 1 para dicha especie estd determinada por la
concentracion que proviene del avance de la especie desde posiciones anteriores. Lo
mismo sucede para D_, donde se debe especificar la condicion de borde sélo en la
posiciéon 1 que es donde comienza el desplazamiento hacia la membrana basolateral, y en

la posiciéon 0 el valor quedard determinado por los valores anteriores.

Para la especie D, se requiere la determinaciéon de las condiciones de borde en los
extremos 0 y 1 debido a la naturaleza difusiva de esta especie, en la cual la direccion del
flujo no tiene una trayectoria determinada en una direccion, sino que depende del

gradiente de concentracion en cada instante.

Las condiciones de borde para la resolucion de este modelo son las siguientes, y la

manera en que son determinadas se encuentra en el anexo.

aDy(t,0)

Vo %—x = k1Do(t,0) — k1D, (t)
0D, (t, 1) ,

—Vo %—x = kyDy(t,1) — k,Dg(t)

v D, (t,0) =y, Da(0)
vD_(t,1) = yg Dp(t)

En el caso de D, la condicién de borde indica el flujo de dicha especie en el borde,
mientas que en el caso de D, y D_ se especifica la funciéon que determina la

concentracion de dichas especies en el borde.
También se tiene que con estas condiciones de borde para D_ y D, no se tiene una

acumulacién de dichas especies en los bordes definidos debido a que lo que se pone en
movimiento en un instante t corresponde a lo que llega a ese punto desde la membrana.
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Las ecuaciones con estas condiciones de borden aseguran que la masa total del sistema se

mantenga constante. La resolucion de esto se encuentra en el Anexo.

5.2. Simulaciones

Para determinar si el modelo propuesto representa el fenémeno que se quiere estudiar,
éste se debe probar, una manera es modificar cada uno de los parametros que contienen
las ecuaciones dado un caso base y observar si las simulaciones del modelo se comportan
cualitativamente de acuerdo a lo esperado dado el modelo, y si es que permiten

representar el fenomeno que se esta estudiando.

Para el caso base se escogi6 el valor de 0.5 para todos los parametros de unién y
liberacion de las proteinas motoras, como también los parametros de formacién de las
vesiculas y fusiéon de las mismas con las membranas. Estos valores se escogieron
arbitrariamente y con el mismo valor para todos para que no hubiera un mayor efecto de

uno sobre otro pudiendo asi comprar posteriormente el efecto de sus modificaciones.

Para el valor de la velocidad se consider6é un valor de 1 y para la difusion 0.1 para
representar que el efecto de movimiento sobre el microtiibulo es el que predomina en el
transporte vesicular por sobre la difusion.

Para todas las simulaciones se considera la cantidad total de DMT1 en la célula con un
valor de 1, y un dx para la integraciéon de 0.01. Sin embargo, para la representacion
grafica de los resultados, se consideran 20 secciones, de acuerdo a lo considerado en el
experimento del profesor Tulio Nunez [15], y la altura en cada seccién representa la
proporcion de DMTT1 en dicha secciéon, respecto al total de DMT1 contenido en la célula.

En la Figura 15, se observa el grafico obtenido para el set de pardmetros que se muestra
en la Tabla 3. Las lineas negras representan la proporcién total de DMT1 en cada
seccion de la célula, mientras que las rojas muestran la proporcién de DMT1 en el estado

Dy, las lineas verdes y azules representan las variables D, y D_ respectivamente.



Tabla 3: Valores parametros caso base

Parametro Valor Unidad
k., 0.5 1
S
k' 0.5 1
S
k_ 0.5 1
s
k- 0.5 1
S
kq 0.5 l
i
k1 0.5 m
5]
k, 0.5 1
S
k) 0.5 m
5]
Ya 0.5 1]
S
Ve 05 1]
i
v 1 -
5]
Vg 0.1 m?
S

Los puntos que se muestran en el grafico, representan la proporcion total de DMT1 en la
membrana. Los que se encuentran en la posicion 0 indican la proporcion de DMT1 en la
membrana apical, mientras que los que se encuentran en la posiciéon 1 indican la
proporcion de DMT1 en la membrana basolateral. El color de los puntos se relaciona con
las curvas de concentracion total, es decir, al sumar la proporciéon de DMT1 en las

membranas, mas la proporcién en cada una de las secciones da como resultado 1.

En este grafico se puede observar que el modelo propuesto, tal como es representado en
el diagrama de la Figura 14, es simétrico con respecto al centro del eje apical-basolateral
de la célula, lo cual se debe a que los pardametros hacia ambos extremos son iguales por
lo que no hay una diferencia en el comportamiento en un sentido u otro. Se observa
también la distribucién de D, y D_ muestra un perfil con una mayor concentracién hacia
el lado de la membrana al cual se dirigen las respectivas proteinas motoras, lo cual junto
al perfil convexo de Dy dan como resultado un perfil de concentracién total con mayor
concentracion hacia los extremos de la célula. Dada la simetria del caso base, en el
centro del eje apical-basolateral las concentraciones de las vesiculas motoras en ambas

direcciones en la misma.
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Con respecto a Dy, esta especie se genera en las membranas y posteriormente se une a
las proteinas motoras, por lo cual dependiendo de los valores de las constantes de
asociacion y disociacion, presentard una mayor acumulacion cerca de las membranas o
no. La distribucién de esta especie también esta regida por la difusion, lo cual se observa
mas adelante.

Con el objetivo de analizar el desempeifio del modelo y el significado biolégico de cada
uno de los parametros, se modifican cada uno de los ellos manteniendo los otros con los
valores del caso base. A continuacién se muestra el andlisis realizado de cada uno de los
parametros considerados en el modelo, en cada caso se analiz6 el efecto de un aumento
de 10 veces en cada parametro y una disminucion de 10 veces, considerando que el caso
base es el estado estacionario en la Figura 15. En cada figura, este caso base esta
representado por las lineas negras, mientras el caso cuyo parametro ha sido disminuido
es representado por la linea verde y el caso cuyo parametro es aumentado es
representado por la linea roja. Los puntos en cada uno de los graficos representan la
proporcion de DMT1 en las respectivas membranas y los colores de dichos puntos se

corresponden con los datos del mismo color.

Parametros: kq y k,
El parametro k; representa la formacion de la vesicula desde la membrana apical hacia
el interior, sin unirse a una proteina motora de inmediato. Como se observa en el grafico

de la Figura 16, un aumento en dicho parametro provoca una acumulacién hacia el
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extremo apical, el que se genera debido a un aumento de D, desde dicha membrana, esta
mayor cantidad de las vesiculas de DMT1 cerca de dicha membrana provoca un
aumento en la concentracion del transportador en la membrana apical respecto al caso
base. En el caso en que k; es reducido, hay una disminucion en la cantidad de vesiculas
cerca de la membrana, lo cual es debido a la menor tasa de formacién de éstas, lo cual
también se ve reflejado en la menor concentraciéon en la membrana apical respecto al

caso base.

Fn el interior de las células, las proteinas de membrana y moléculas exteriores son
endocitadas para luego ser transportadas a algin lugar especifico de la célula. Sin
embargo, el modelo planteado no considera una asociacion en el aumento de la
endocitosis con un aumento en el desplazamiento hacia el interior de la célula, el cual de
acuerdo al sistema de ecuaciones planteado se podria representar aumentando
paralelamente el parametro k., permitiendo de este modo representar que las vesiculas
formadas se asocien con mayor afinidad a las kinesinas y se desplacen en el interior de la

célula.
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Figura 16: Variacion de kq, en negro el caso base, rojo aumento de 10 veces y verde reduccion de 10
veces (izquierda). Diagrama seiialando el parametro estudiado (derecha)

Es el caso en particular de este trabajo se quiere representar en primera instancia la
condicién estacionaria inicial en la cual hay una mayor concentracién hacia la membrana
apical de la célula, por lo cual para simular dicha situacion de acuerdo al modelo
propuesto se necesitaria aumentar el parametro k;, o bien disminuir el parametro k;
pero modificando los parametros asociados a la asociacion y disociacion de las vesiculas
de las proteinas motoras, favoreciendo el perfil de concentracion hacia la membrana

apical (a continuacién se estudiaran los efectos de la modificacién de dichos pardmetros).

38



Con respecto a k,, dado que el sistema es simétrico se tiene que el efecto de aumentar o
disminuir dicho parametro serd el mismo que para el caso de k; pero en sentido inverso,

tal como se muestra en la Figura 17.

Dai) Dglt)

=
=1
=

Q,7

DMT1 total caso base

DMT1 total k2 reducide

DMT1 total k2 aumentado

DMT1 en membrana caso base
DMT1 en membrana k2 reduddo
DMT1 en membrana k2 aumentado

=
=}
@

=
[=]
2

see |||
o
o

Apical‘

|eJajejoseq

=)
=]
B
=1
B

=
=1
@
o
w

=
=1
[}
=1
]

Proporcion de DMT1 en el interior respecto al total
=)
=]
o

Proporcién de DMT1 en membrana respecto al total

1] 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Posicién en la célula en el eje apical-basolateral

Figura 17: Variacion de k,, en negro el caso base, rojo aumento de 10 veces y verde reduccion de 10
veces (izquierda). Diagrama sefialando el parametro estudiado (derecha)

Parametro: kj y k;

Este parametro simula la fusion de las vesiculas que contienen DMT1 y que no se
encuentran asociadas a alguna proteina motora con la membrana apical. Como se
observa en el grafico de la Figura 18, un aumento en dicho parametro muestra una
disminucion en la cantidad de vesiculas de DMT1 en la proximidad de la membrana
apical, asociado a un aumento en la concentraciéon de DMT1 en la membrana misma
debido al mismo efecto de incentivar la fusién de las vesiculas. A su vez, una reduccion
en ki muestra un aumento en la concentracién hacia la membrana apical respecto al
caso base, lo cual se debe a que se esta representando una menor tasa de fusion por lo
que las vesiculas solo quedan cerca de la membrana, pero no en ella, lo cual se ve
reflejado en la concentracion de DMT1 en la membrana apical para el caso en que este

parametro se ha reducido respecto al caso base.

En las células la interaccién entre las vesiculas y la membrana depende de un sistema de
proteinas que controlan tanto la direcciéon de las vesiculas como la fusion de las mismas
[54][55], todos estos elementos, y otros que puedan estar involucrados en este caso en
especifico, son representados sélo por un parametro en el modelo, por lo cual un aumento
o disminucién en este parametro estd en realidad representando un proceso mucho mas

complejo.
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Figura 18: Variacion de k';, en negro el caso base, rojo aumento de 10 veces y verde reducciéon de 10
veces (izquierda). Diagrama sefialando el parametro estudiado (derecha)

En este caso en particular se tiene que para representar el caso inicial mostrado en el
experimento de fluorescencia, el pardmetro kj debiera estar reducido con respecto al caso
base, esto permitiria una simulacién con una mayor concentracion de DMT1 en las

proximidades de la membrana apical tal como lo observado experimentalmente (Figura

7).

No hay estudios especificos para el proceso de endocitosis y exocitosis para el caso de la
linea celular Caco-2, por lo que considerar que todos los efectos que estan involucrados

en estos fenémenos con un par de parametros es sélo una aproximacion inicial.

Se puede observar que el efecto de aumentar el parametro k; tiene un resultado mayor
que el de disminuir ki, lo cual se debe a que un aumento de k; provoca un aumento de
la formacién de vesiculas que no se unen directamente a una proteina motora. La
formacion de vesiculas a través de este pardametro disminuye la concentracion de DMT1
en la membrana lo cual provoca una disminuciéon en la formacién de vesiculas por la via
de y4, por lo que hay una disminucion del transporte en la direccién apical-basolateral.
Cuando se disminuye el pardmetro k; hay una menor fusién, pero dado que no hay un
aumento en la formacion de vesiculas la disminuciéon de concentracion en la membrana
es menor que en el caso anterior haciendo que haya un trasporte mayor hacia el extremo

basolateral por la via yy,.
Con respecto a k',, dado que el sistema es simétrico se tiene que el efecto de aumentar o

disminuir dicho pardmetro serd el mismo que para el caso de k'; pero en sentido inverso,

tal como se muestra en la Figura 19.
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Figura 19: Variacion de k',, en negro el caso base, rojo aumento de 10 veces y verde reduccion de 10
veces (izquierda). Diagrama sefialando el parametro estudiado (derecha)

Parametro: k, y k_

Este parametro representa la asociacion de las vesiculas que no se encuentran asociadas
a ninguna proteina motora, a las kinesinas, las cuales como se menciona anteriormente,
se dirigen hacia el extremo plus del microttibulo, el cual en el caso de las células Caco-2

se encuentra hacia el extremo basolateral.

Un aumento en este parametro del modelo (Figura 20), indicara una mayor asociacién de
las vesiculas con kinesina, provocando un desplazamiento del perfil de concentraciones
hacia el extremo basolateral, resultando en una mayor concentraciéon hacia dicho sector
con respecto al caso base. Por otro lado una disminucion indica una menor asociacion
respecto al caso base, por lo que el desplazamiento hacia el extremo basolateral es menor
y aumenta hacia el extremo apical debido a que hay una mayor disponibilidad de D,

para la asociacion con dineina.

El efecto de aumento de este parametro es mayor debido a que en el caso base la
distribucién de la concentracion de D, en el estado estacionario es mayor hacia el
extremo basolateral (Figura 15), por lo que un aumento en k, aumenta la cantidad de
D, hacia el lado izquierdo por sobre esta concentracién base, mientras que en el caso de
una reducciéon del parametro k, se produce una disminucion del desplazamiento hacia el
extremo basolateral, pero dado que el caso base D, esta distribuido de una manera
creciente hacia dicho extremo, el efecto es una reducciéon de la concentracion en el

sentido apical-basolateral, pero en menor proporcion.
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Un aumento de este parametro puede representar una mayor afinidad de las vesiculas
con las proteinas motoras, lo cual esta relacionado con sistemas de regulacién internos
para el transporte en el citoplasma [37], cémo también puede representar un aumento en
la cantidad de kinesinas, y al contrario con la disminuciéon de éstas, pero dado que el
modelo no contempla la cantidad de kinesinas y dineinas de asume un exceso de éstas,
por lo que en este modelo especifico la variacion de este parametro representaria

relaciones de afinidad entre las vesiculas y las proteinas motoras.
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Figura 20: Variacion de k., en negro el caso base, rojo aumento de 10 veces y verde reducciéon de 10
veces (izquierda). Diagrama sefialando el parametro estudiado (derecha).

Dado que el transporte de las vesiculas es similar en todas las células animales, en este
caso lo que intenta representar este parametro es lo mismo que en un caso general. En el
experimento del movimiento de DMT1 con fluorescencia se observa un desplazamiento
de DMT1 desde el extremo apical al basolateral luego de un challenge de hierro, el cual
podria ser representado por modificaciones en los parametros del modelo asociados al

transporte sobre el microttabulo.
Con respecto a k_, dado que el sistema es simétrico se tiene que el efecto de aumentar o

disminuir dicho parametro sera el mismo que para el caso de k, pero en sentido inverso,

tal como se muestra en la Figura 21.
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Figura 21: Variacion de k_, en negro el caso base, rojo aumento de 10 veces y verde reduccién de 10
veces (izquierda). Diagrama seiialando el parametro estudiado (derecha).

Para representar el caso del movimiento de esta proteina transportadora de hierro se
tiene por una parte que debe haber una modificaciéon en los parametros que controlan la
formacion y fusion de las vesiculas debido a que hay cambios en la concentracion de
DMT1 en las membranas de la célula, tal como se mostrara mas adelante, pero dado que
el transporte desde un extremo a otro estd controlado principalmente por el movimiento
sobre el microtibulo también es logico considerar que los parametros de transporte se
modifican cuando hay un cambio en la distribucién de la concentracién en el interior de

la célula.

Parametro: k', y k_

Este parametro indica el grado de disociacion de las vesiculas que se encuentran
asociadas a kinesina. También puede representar una disociacién entre el complejo
proteina-vesicula desde el microtiibulo debido a la caracteristica de procesividad [45] de

las proteinas motoras.

Como se observa en la Figura 22, un aumento en este parametro genera un aumento de
la concentracion hacia el extremo apical, lo cual se debe a la disminucién de vesiculas en
la direccion plus, aumentando en el tiempo la concentracion de Dy el cual se asocia en
parte a las dineinas las que en este caso tienen una menor tasa de disociacién respecto de
las kinesinas, favoreciendo por tanto el desplazamiento hacia la membrana apical y
alcanzando en el estado estacionario una distribucion decreciente en el sentido apical-
basolateral. En el caso en que k) es reducido la disociaciéon de las vesiculas es menor, por
lo que hay una mayor tendencia de alcanzar el extremo basolateral aumentando por

tanto la concentracion hacia ese extremo.
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La mayor magnitud de la curva que representa el aumento de k) se debe a que un
aumento en este parametro favorece el transporte en el sentido minus, el cual tiene en el
caso base una distribucion con mayor concentraciéon hacia el extremo apical, por lo que
el efecto hacia dicho extremo es mayor, y por otro lado las vesiculas que se forman en la
membrana apical a través del parametro y, se disocian rapidamente acumulando la
especie Dy en dicho extremo. En el caso en que hay una disminucion, no hay un aumento
mayor hacia el extremo basolateral, s6lo se permite que una mayor cantidad de las
vesiculas que se asocian a kinesinas sigan dicho sentido de transporte provocando un
efecto de aumento hacia dicha membrana, pero no en la magnitud que en el caso del

aumento.
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veces (izquierda). Diagrama sefialando el parametro estudiado (derecha)

=

Este parametro puede ayudar a representar los cambios en el desplazamiento de las
vesiculas en el microtibulo al igual que los otros paradmetros relacionados con las

proteinas motoras.
Con respecto a k'_, dado que el sistema es simétrico se tiene que el efecto de aumentar o

disminuir dicho pardmetro serd el mismo que para el caso de k', pero en sentido inverso,

tal como se muestra en la Figura 23.
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Figura 23: Variacion de k'_, en negro el caso base, rojo aumento de 10 veces y verde reduccion de 10
veces (izquierda). Diagrama sefialando el parametro estudiado (derecha)

Parametro: Y4 vy ¥p

El parametro y, indica la formaciéon de las vesiculas y su inmediata asociacion a
kinesinas para el transporte a través del microtiibulo, por lo que un aumento en dicho
parametro simulara un desplazamiento del perfil de concentracion hacia la membrana
basolateral (Figura 24), opuesto a lo que sucede en el caso en que se aumenta k; donde
se produce una acumulacion de las vesiculas debido a que no hay un transporte de las
mismas hacia el otro extremo. Por el contrario, una disminucién de dicho parametro
provoca una disminucion del DMT1 que es endocitado desde la membrana provocando
una mayor concentracion de este transportador en la membrana apical y por tanto una
menor cantidad de vesiculas en el interior y el perfil en este caso serd decreciente en el
sentido apical-basolateral debido a la menor proporciéon de transportadores que se
diriguen desde la membrana apical a la basolateral versus la cantidad de trasportadores
que se desplazan desde la membrana basolateral a la apical.

De acuerdo a las ecuaciones, no hay nada que limite el valor que se le pueda dar al
parametro y4, pero dado que intenta representar una situacion en que las vesiculas se
adhieren de inmediato a una proteina motora para desplazarse sobre el microtiibulo,
dicho parametro debiera estar limitado por la cantidad de kinesinas disponibles para tal
desplazamiento. Lo anterior podria indicar que una mejor manera de representar el
comportamiento de lo que sucede en este sector de la célula seria considerar soélo el
sistema asociado a D,y y posteriormente su paso a D, y D_, y a partir de modificaciones
en las constantes de asociaciéon y disociacién con las proteinas motoras controlar el
desplazamiento posterior, debido a que estos parametros si pueden considerar en su valor

una estimacion de la concentracion de dineinas y kinesinas.



La consideracién del parametro y, en el modelo corresponde a la consideracion que
frente a una estimulacién exterior con una concentracién de hierro el DMT1 que se
encuentra ubicado en la membrana se desplaza hacia el otro extremo, no verificandose
una acumulaciéon cerca de la membrana misma. Sin embargo, por lo descrito
anteriormente, este desplazamiento luego de la formacion de la vesicula podria ser
representado por la modificacion en los parametros de desplazamiento sobre el
microtiibulo, por lo cual dicho mecanismo podria no ser necesario siendo por tanto un
término redundante del fenémeno, pero esto no puede asegurarse sin realizar un

comparacién modificando el modelo para que no contenga dicho mecanismo.
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Figura 24: Variacion de y 4, en negro el caso base, rojo aumento de 10 veces y verde reduccion de 10
veces (izquierda). Diagrama sefialando el parametro estudiado (derecha).
Con respecto a yg, dado que el sistema es simétrico se tiene que el efecto de aumentar o
disminuir dicho parametro sera el mismo que para el caso de y4 pero en sentido inverso,
tal como se muestra en la Figura 25.
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Figura 25: Variacion de yg, en negro el caso base, rojo aumento de 10 veces y verde reduccion de 10
veces (izquierda). Diagrama sefialando el parametro estudiado (derecha)
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Parametro: v
En este modelo el parametro de la velocidad es el mismo para ambas direcciones, por lo
que el efecto de modificarlo genera perfiles simétricos (Figura 26) tal como en el caso

base.

Un aumento en este parametro eleva la concentracion en las membranas debido a que las
vesiculas que llegan a éstas, asociadas a alguna proteina motora, se fusionaran con
mayor tasa, disminuyendo la cantidad de D, y D_ en el interior, por lo que la curvatura
de la concentraciéon total serd mayor que en el caso base dado que las vesiculas se
encontraran en mayor medida en el estado D, reguladas sélo por el parametro que
representa la constante de difusion. En el caso en que la velocidad es disminuida, las
vesiculas que llegan a la membrana se fusionaran a una menor tasa que en el caso base,
provocando una disminuciéon en la concentracion de las membranas y una acumulacion

de las especies D, y D_ en los extremos.

De acuerdo a estudios experimentales que se realizaron sobre el sistema de transporte de
vesiculas de GLUT4 [44], en los cuales se observa que la velocidad de éstas no es
constante sobre el microtubulo, y que no hay mucha diferencia en la velocidad hacia una
u otra direccién, se puede suponer que en el caso de las vesiculas de DMT1 deberia
ocurrir algo similar, pero como una aproximacién y debido a la falta de datos respecto al
transporte de las vesiculas relacionados con el sistema que se quiere modelar, en el
modelo propuesto se considera que la velocidad es constante durante todo el trayecto y
hacia ambos sentidos, tal como se describe anteriormente.

Por lo tanto, dado que modificar la velocidad, en el caso de este modelo, no favorece la
acumulacién en uno u otro extremo de la célula, no es relevante su modificacién para
buscar el perfil de concentraciones deseado. Si hubiese una diferenciaciéon de las
velocidades en una u otra direccion, se podria observar el efecto de modificar la
velocidad que modifique el desplazamiento hacia la direccién deseada.
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Figura 26: Variacion de v en negro el caso base, rojo aumento de 10 veces y verde reduccién de 10
veces.

Parametro: vy

De acuerdo al modelo planteado, las vesiculas cuando no se encuentran asociadas a
proteinas motoras pueden difundir con constante de difusion vy. Un aumento en este
parametro muestra un perfil con una cantidad constante de vesiculas a lo largo del eje
apical-basolateral (Figura 27), lo cual es debido a que este término permite una mayor
distribucién de las vesiculas. Lo contrario sucede en el caso en que dicho parametro es
disminuido, en este caso la distribucién de vesiculas es mayor hacia los extremos debido
a la formacién que hay de Dy en las membranas, las cuales debido a la falta de difusion

se acumulan en mayor cantidad respecto al caso base considerado.

En las células el transporte de vesiculas y organelos, ocurre principalmente asociado a las
proteinas transportadoras [37], y por lo tanto la difusién no es un fenémeno
determinante para el movimientos de las vesiculas. Sin embargo, dado que el modelo no
considera todos los mecanismos de transporte, tales como el transporte asociado a los
filamentos de actina, y las interacciones que ocurren con otros elementos del citoplasma
como moléculas, organelos, otras vesiculas, etc. para representar de mejor manera el

perfil buscado se considera que debe existir este término de difusion.
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Figura 27: Variacion de vy, en negro el caso base, rojo aumento de 10 veces y verde reducciéon de 10
veces.

Por lo tanto, que dicho término sea mayor o menor responde sélo a una manera de
representar el efecto de los fendmenos que ocurren en el citoplasma, si hay una menor
interaccion con otros elementos, y por lo tanto la vesicula se encuentra mas libre el
término difusivo serd mas importante que en el caso contrario. Debido que el interior de
la célula no es un medio homogéneo, se esperaria que la difusién sea distinta a lo largo

del trayecto.

Simulaciones que permitan replicar el perfil esperado

En la Figura 7, del capitulo 3 se observa la distribucién inicial de DMT1 en una célula
Caco-2, el cual corresponde a un estado estacionario de la célula, el cual luego cambia
debido a una perturbacién en la concentracién exterior de hierro. Este perfil inicial tiene
una mayor concentracion hacia el extremo apical, y una concentracion casi cero en el
extremo basolateral, es concavo y la concentracion en la membrana misma es menor que
cerca de ella, lo cual puede ser debido al equilibrio que hay entre la formacién de las
vesiculas y la fusiéon de las mismas, ya que si no hay un estimulo que indique que es
necesario un aumento de los transportadores de DMT1 en la membrana la formacién de

vesiculas primara.

Para buscar este perfil se modifican una serie de variables y se alcanza el estado
estacionario, comparandolo con el estado estacionario del perfil de fluorescencia. En la
Figura 28 se muestran 3 casos, donde cada uno de ellos corresponde a un set de datos

modificados, los cuales son descritos a continuacion.
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En el caso 1 los valores de los parametros utilizados son:

Tabla 4: Valores parametros caso 1

Parametro Valor Unidad
k, 0.6 1
s
k' 0.5 17
s
k_ 0.6 1
s
k. 0.5 l
s
K 1 1
i
k1 0.3
' 5]
k, 0.5 1
i
Kk, 0.7
: 5]
Ya 0 17
s
Ys 0.5 1]
i
v 1
]
U 0.1 m?
=]

Los valores para el comportamiento en el microtibulo se escogieron de tal manera que
estuviera mas favorecida la asociacion que la disociacion de las vesiculas con las

proteinas, sin hacer ninguna diferenciacién de acuerdo al sentido del transporte.

Para favorecer la concentracion hacia el extremo apical, se incremento el valor de kq, ya
que como se muestra en el grafico de la Figura 16, un aumento en dicho parametro
genera una acumulacion cercana a la membrana apical, por el mismo motivo se redujo el
valor de kj. Con respecto a la membrana basolateral, como en el perfil que se busca no
hay una acumulacién en dicho extremo, se elev el valor de kj lo cual se acuerdo a lo
mostrado en la Figura 19 provoca este efecto.

Como se observa en la Figura 28, la curva obtenida con este set de parametros es
decreciente en el sentido apical-basolateral, que es una de las caracteristicas que posee el
caso obtenido a partir de la fluorescencia del experimento. A pesar de esto, la cantidad

de DMT1 en el extremo basolateral es aproximadamente la mitad de la concentracién en



el extremo basolateral, lo cual es superior a lo que se busca que corresponde a una

concentracion casi cero en el extremo basolateral.

En el caso 2 los parametros utilizados son:

Tabla 5: Valores de parametros caso 2

Parametro Valor Unidad
k., 0.3 1
S
k', 0.5 1
S
k_ 0.8 l
S
k. 0.5 l
s
ks 0.7 1
i
k1 0.4 m
5]
k, 0.5 1
i
ks 0.7 m
5]
Ya 0 1
s
Vs 05 i
i
v 1 o
5]
U 0.1 m?
S

Acé se modificaron los parametros asociados al movimiento sobre los microtibulos para
favorecer la concentracién de vesiculas en el extremo apical. Se disminuy6 el valor k, y

aumento el valor de k_, respecto al caso 1.

En el caso 2 también se disminuy6 el valor de kq, respecto al caso 1, debido a que si bien
al aumentar este pardmetro hay un aumento en la cantidad de vesiculas en el extremo
apical, también hay un aumento en el extremo basolateral (Figura 16) debido a la mayor
cantidad de vesiculas en el interior de la célula.

La diferencia en los valores de los parametros que estan relacionados con la asociacién y
disociacion de los microtuibulos es razonable debido a que los procesos de transporte de

vesiculas en el interior de las células estan regulados principalmente por este mecanismo.



El perfil obtenido se muestra en la linea verde del grafico de la Figura 28, donde se
observa que con este nuevo set de parametros se alcanza efectivamente una menor
concentracion de vesiculas en el extremo basolateral, respecto al caso 1. Sin embargo,
también hay un aumento en la cantidad de DMT1 en la membrana apical, lo cual no

representa lo observado experimentalmente.

En el caso 3 se utilizan los mismos valores de los parametros del caso 2, con la diferencia

que se disminuye el valor de la constante de difusién, por lo que los valores son:

Tabla 6: Valores parametros caso 6

Parametro Valor Unidad
k, 0.3 l
S
k' 0.5 l
S
k_ 0.8 1
S
k- 0.5 l
S
kq 0.7 1
i
k1 0.4 m
5]
k, 0.5 1
i
ks 0.7 m
5
Ya 0 1
s
i
v 1 -
5]
U 0.025 m?
S

El efecto que tiene esta disminucion de la constante de difusiéon se observa en las lineas
rojas del grafico de la Figura 28, donde se aprecia que hay un aumento en la cantidad de
vesiculas en el extremo apical y también una disminucion en el extremo basolateral. Se
observa también que la pendiente presentada en este caso es mayor que en los dos casos

anteriores.
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Figura 28: Representacion de perfiles decrecientes en sentido apical-basolateral

En los 3 casos no se obtiene un perfil concavo como lo observado experimentalmente,
sino que las curvas obtenidas tienen una forma convexa, con mayor pendiente en la

primera mitad de eje apical-basolateral.

Se considera que de los 3 casos presentados, el segundo presenta mayores similitudes
cualitativas con el perfil inicial de concentraciéon en las células Caco-2 debido que
presenta una menor concentraciéon en la membrana basolateral que en el caso 1, y posee

una menor pendiente y menor concentracion en la membrana apical que en el caso 3.

Como se menciona anteriormente, en este modelo se considera que la velocidad es
constante a lo largo del eje apical-basolateral, al igual que los valores de las constantes
cinéticas de asociacién y disociacion. Esto podria no ser representativo de lo que ocurre
efectivamente en la célula ya que a lo largo de la célula estan ocurriendo diversos
procesos, ademas del transporte de las vesiculas de DMT1 en si, por lo que la velocidad
sobre el microtibulo y la asociacién y disociacion de las vesiculas pueden variar de
acuerdo a cambios en las condiciones a lo largo del eje de trasporte, como lo pueden ser
la disponibilidad de proteinas motoras, la velocidad de formacion y disociacién de las
tubulinas de los microtibulos [37], y también debido a cambios en el tamano de las

vesiculas [40].

Respecto al coeficiente de difusién, esta propuesta considera su valor constante a lo largo
del eje. Sin embargo, debido a lo que se explica anteriormente, este coeficiente puede
involucrar una serie de fenémenos que no son considerados por el transporte sobre el



microtibulo, como lo son las interacciones con otros elementos del citoplasma, los cuales
no son homogéneos en el interior de la célula, por lo que se puede considerar que dicho

parametro también podria variar a lo largo de la misma.

El resto de los parametros relacionados directamente con la interacciéon con las
membranas se consideran constantes debido a que sin un estimulo externo no debiera
haber variaciones en la fusién o formacion de vesiculas, lo cual se puede deducir del
experimento que muestra la traslocacion de DMT1 (Figura 4, capitulo 1), en el cual se
observa que en los minutos previos al challenge de hierro el perfil de concentracion se

mantiene constante [15].

En el mismo experimento se observa como, luego de un challenge de hierro aplicado en
la, cara apical de la célula, DMT1 se desplaza desde su condicién inicial a un nuevo
estado en el cual el perfil de concentracién es creciente en el sentido apical-basolateral,
tal como se observa en la Figura 8. Para obtener este nuevo perfil, se debe encontrar un
nuevo set de datos que inviertan el perfil de concentracién de las vesiculas. Dado que la
senal de un aumento en la concentracion es realizada en la cara apical, los parametros
que son afectados directamente y que por lo tanto pueden modificarse para representar
este cambio del perfil corresponderian a los que se encuentran asociados directamente
con la membrana apical, y debido a que hay un cambio en el transporte también se
puede considerar una modificacion en las constantes de asociacién y disociacion de las

vesiculas en el microtibulo.



Los valores propuestos de los pardmetros, para alcanzar el estado al que llega el sistema

luego del challenge de hierro son los siguientes:

Tabla 7: Valores parametros post-challenge de hierro

Parametro Valor Unidad
k+ 1 -l-
S
k' 0.5 1
s
k_ 0.1 1
S
k- 0.5 l
S
kq 0.5 1
i
k; 0.7 m
: 5]
k, 0.5 l
i
ks 0.7 m
5]
Ya 10 1
s
Ys 0.5 1]
i
v 1 -
5]
U 0.1 m?
S

El perfil obtenido se muestra en el grafico de la Figura 29, donde se aprecia que se
obtiene un perfil creciente en el sentido apical-basolateral, pero la concentracion
alcanzada en el extremo apical es superior a la concentracién que se tiene en el extremo
basolateral en el estado inicial, por lo que luego de probar con distintos valores se puede
deducir que en este modelo propuesto, modificando sélo las variables del extremo apical,
no es posible representar un mayor descenso de la concentracion en dicho extremo. La
manera en que esto se puede realizar seria voltear los valores para representar la solucion
inicial pero en sentido inverso. Sin embargo, esto no reflejaria una modificacion debido a

un factor externo como lo es la concentracién de hierro.

Si bien no hay estudios que indiquen cual es la via de senalizacién que provoca la
internalizaciéon de DMT1 en el fenomeno de ‘mucosal block’, se puede suponer en un
comienzo que puede ser un mecanismo similar al del movimiento vesicular de los
trasportadores de glucosa GLUT-4 [49], donde la sefial es percibida por receptores en la
membrana para luego seguir una via de senalizacion que permitira el transporte de las
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vesiculas al lugar de destino, lo cual validaria la suposicion de modificar sélo los
parametros asociados al extremo apical y movimiento sobre el microtibulo debido a que
son estos los que estan expuestos a recibir una senal proveniente del exceso de hierro.
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Figura 29: Representacion de perfil creciente en el sentido apical-basolateral



5.3. Perfil dindmico post challenge de hierro

Para observar la trayectoria de las vesiculas entre el estado inicial (caso 2, Figura 28), y
el estado post exposicion a la concentracién de hierro, se realiza un grafico de superficie,
el cual se muestra en la Figura 30. En él se observa al tiempo cero, la condicién inicial,
la cual corresponde al perfil del caso 2 cuya curva es decreciente en el sentido apical-
basolateral. A partir de esta condicién inicial, y con los valores de los parametros que
favorecen la concentracion hacia el extremo basolateral, se observa la variaciéon del perfil

de la cantidad de vesiculas en el tiempo hasta alcanzar el nuevo estado estacionario.

Proporeidn de DMT1

Fosicidn eje apical-basolateral 100

Tiempao

Figura 30: Perfiles de distribucion de vesiculas de DMT1 en el tiempo. En el tiempo 0 se encuentra la
condicidn inicial correspondiente al caso 2.

Se observa que al inicio de la trayectoria hay un aumento considerable de la cantidad de
vesiculas de DMT1 en el interior de la célula, el cual avanza hasta alcanzar la membrana
basolateral.

Este fenomeno es observado en la Figura 31 desde el punto de vista de la cantidad de
DMT1 en las membranas, donde la curva negra muestra el descenso rapido de la
concentracion en la membrana apical, mientras en la curva roja se observa como después
de un periodo de tiempo, aumenta la concentraciéon en la membrana basolateral,
rapidamente debido a este pulso de vesiculas provenientes del otro extremo, y luego

desciende levemente hasta alcanzar el estado estacionario con el nuevo perfil interior.
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Figura 31: Concentraciéon de DMT1 en membrana apical y basolateral en el tiempo.

Si bien en el caso experimental se observa un desplazamiento en el tiempo de DMT1 a lo
largo de la célula en el sentido apical-basolateral, la curva es mas suave que en el caso
obtenido a través de este modelo, lo anterior debido a que en la célula el sistema de
regulacion es mas complejo que el contemplado por este modelo, no habiendo cambios
tan bruscos como los observados en la Figura 30.

El rapido descenso y aumento de DMTI1 en las membranas apical y basolateral
respectivamente también tiene relaciéon con lo mencionado anteriormente, debido a que
en el modelo propuesto la variacion de parametros se realiza de un instante a otro sin
considerar que puede haber una cadena de senalizaciéon entre los distintos parametros,
que es lo mas probable que ocurra en el caso celular.

Una manera de suavizar las curvas para poder representar el comportamiento observado
experimentalmente, seria considerar que la variacién de los parametros desde un estado
a otro dependen del tiempo, generando de esta manera que los transportadores que se
encuentran en la membrana apical no cambien su concentracién en un intervalo de
tiempo tan reducido.



Capitulo 6

6. Conclusiones

FEl estudio del transporte de hierro en los enterocitos abarca una amplia cantidad de
mecanismos involucrados, debido a los distintos niveles de regulacion de la absorcion,
entre los cuales se encuentra el denominado bloqueo de la mucosa el cual consiste en la
relocalizacion de los transportadores de hierro DMT1 luego de ser sometido a un alta
concentracion de hierro en la cara apical, fenomeno en el cual se enfocod este proyecto
planteando un modelo que describe la posicion de DMT1 en el espacio y en el tiempo.
Sobre este mecanismo hay observaciones experimentales de la distribucién de los
transportadores en estado basal y su movimiento en el tiempo luego de un challenge de
hierro a través de la observacion de intensidad de fluorescencia sin conocer su relacion
cuantitativa con la concentracion de DMT1, por lo que los parametros del modelo
propuesto fueron seleccionados sélo considerando una comparacion cualitativa con los

datos experimentales.

De acuerdo a los objetivos del trabajo, se estudi6é el movimiento de estas proteinas
transportadoras a través del estudio bibliografico y realizaciéon del modelo, considerando
los motivos que podrian haber influido en que la simulacion del modelo planteado

representara parcialmente los perfiles deseados.

El modelo propuesto representa parcialmente el perfil de distribucion de DMT1
observado experimentalmente, ya que si bien consigue una distribucién con una mayor
proporcion de DMT1 en uno de los extremos que en el otro tal como se esperaba a partir
de los datos experimentales, no es posible representar con este modelo la curvatura del
perfil.

Este modelo contempla una serie de supuestos, tales como que la velocidad de las
proteinas motoras es constante a lo largo del eje apical-basolateral, al igual que las
constantes de asociacion y disociacion de las vesiculas con estas proteinas. Estos
supuestos podrian ser modificados para observar si de esta manera es posible representar
la curvatura del perfil que no fue posible simular con el modelo propuesto. En especial
seria necesario estudiar el proceso de lo que ocurre justo en la membrana luego de la
formacién de las vesiculas, debido a que experimentalmente se observa que cerca de la
membrana la concentracién es mayor que en la membrana misma, lo cual tampoco pudo

ser representado con este modelo.



La metodologia utilizada para la obtencién de este modelo es la adecuada para el estudio
de este sistema, ya que es un caso que no cuenta con muchos datos experimentales y
observaciones acerca de céomo se realiza el movimiento en el interior de éstas células en
especifico, por lo que es necesario comenzar conociendo los fendmenos generales de
transporte para posteriormente determinar qué componentes no son claros y por lo tanto

es necesario estudiar mas adelante sobre el sistema en estudio.

A través del modelo desarrollado se pudo estudiar de qué manera se realiza el transporte
desde un punto de vista global considerando el transporte vesicular sobre los
microtibulos, y permitié establecer que con las variables y parametros utilizados es
posible representar un desplazamiento de DMT1 a lo largo del eje apical. Sin embargo,
quedan atun factores por determinar para la representaciéon del sistema en estudio que

permita conocer mas sobre el mecanismo de transporte de esta proteina.

Por lo tanto este modelo es una primera aproximacion para la representacion del
movimiento de DMT1, y a partir de este mismo modelo es posible cambiar algunos de
los supuestos para analizar si es posible una mejor aproximacién cualitativa de los
perfiles de concentracion de esta proteina transportadora.

En términos generales, el desarrollo de modelos matematicos sobre sistemas sobre los
cuales no hay un conocimiento acabado permite el ahorro de tiempo e inversion en
investigacion debido a que permite una determinacion a priori de los componentes de un
sistema y un analisis de los fenémenos involucrados permitiendo determinar cuales son
los factores importantes que no han sido analizados experimentalmente y a partir de esto
realizar una investigacion mas dirigida. Esto es 1til especialmente para sistemas que no
son observables a simple vista, como lo son los sistemas biolégicos, pero dado que el
desarrollo de modelos en general es econémico, se puede realizar en todos los ambitos de

la ciencia.
En casos donde el sistema es ampliamente conocido, los modelos matematicos que se

puedan desarrollar seran mas representativos, haciendo que en algunos casos el ahorro en

los desarrollos experimentales no exista o sea minimo.
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Capitulo 7

7. Recomendaciones

A partir del modelo planteado en este trabajo es posible sugerir algunas recomendaciones
que podrian permitir continuar con el estudio del mecanismo de transporte de esta
proteina transportadora.

Se recomienda:

e Modificar los pardmetros de velocidad (v) y asociacién y disociacién de las
proteinas motoras (ky, k, k_, k.) para que puedan variar en el espacio, ya que
esto podria mejorar la aproximacién al perfil observado experimentalmente.

e DModificar el parametro y, para que pueda variar en el tiempo, permitiendo de
este modo que la representacion de un cambio en el parametro debido a un
challenge de hierro no provoque en la simulaciéon una salida inmediata de DMT'1
desde la membrana, sino que obtener un perfil en el tiempo que sea mas suave de
acuerdo a lo observado experimentalmente.

e [Estudiar si es necesaria la representacion del parametro y,, debido a que como se
discutié en el capitulo 5, este podria ser redundante ya que todos los fendémenos
involucrados en la membrana podrian ser representados por ky y ki, los cuales si
pueden tener un valor distinto en la posicion junto a la membrana, de acuerdo a
la primera recomendacion.

e Obtener datos experimentales del transporte de vesiculas con DMT1 en las células
Caco-2, tanto de la cinética de éstas, como de la concentracion de manera que a
futuro se pueda realizar un ajuste de parametros y de esta manera poder analizar
con mayor detalle los componentes del modelo y si es necesaria la ampliacion del
mismo incluyendo otros factores, como por ejemplo el efecto de los filamentos de
actina o los distintos tamanos de las vesiculas, por ejemplo.

e Obtener datos de este fendmeno de bloqueo de la mucosa para distintas
concentraciones de hierro, lo cual junto con el punto anterior permitiria un ajuste

de parametros y mejor analisis del sistema en cuestion.
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Anexos

7.1. Anexo A
Deduccién de las ecuaciones

A continuacion se muestra el desarrollo para la determinaciéon de cada una de las

ecuaciones del modelo propuesto.

DMT1 en membrana apical:

T
®

=
®|®

X =
Figura 32: Diagrama de entradas y salidas variable D4

De acuerdo a la Figura 32, se realiza el siguiente balance de masa,
Acumulacion = entrada — salida
Dy(t+dt)L—Dy(t) L=dtvLD_(t,0)+dtky;L Dy(t,0) — k,;Ldt Dy(t) — y4L dt Ds(t)
Donde L corresponde al largo de la membrana. Luego dividiendo por L y dt,

Dy(t + d;z — Dy(t) = v D_(t,0) + k} Dy(t,0) — ky D4(t) —y Da(2)

Y con dt » o



dDa(t) :
—— = v D_(£,0) + k; Do(t, 0) — ky DA (€) = ¥4 Da(t)
Reordenando,
dD,(t
A _, D_(t,0) + k!, Dy(t,0) — (ya + k1 )Ds(2)

dt

Vesiculas de DMT1 en direccién minus:

k
®-Lom@

X x + dx
—>
dx

Figura 33: Diagrama de entradas y salidas de varible D_

De acuerdo a la Figura 32, se realiza el siguiente balance de masa,

Acumulacion = entrada — salida

dxLD_(t+dt,x)—dxLD_(t,x)
dx
=dtvLD_(t,x+dx)+dtdxLk_D, (t,x+7) —dtvLD_(tx)

dx
—dtdxLk” D_ <t,x+7)

Donde L corresponde al largo de la membrana. Luego dividiendo por L, dx y dt,

dx D_(t + dt,x) — dx D_(t, x)

dt
vD_(t,x +dx) — v D_(t,x) dx x
= +k_D0(t,x+—)—k’_D_<t,x+—)
dx 2 2

Considerando dt — oo y dx — oo, se tiene la ecuaciéon para D_

dD_(t,x)  9D_(t,x) .
ot = F + k_Dy(t,x) — k.D_(t,x)

IT



Vesiculas de DMT1 en direccién plus:

ki Ve
OO

x +dx

dx

Figura 34: Diagrama de entradas y salidas variable D,

De acuerdo a la Figura 34, se tiene el siguiente balance de masa,
Acumulacion = entrada — salida

dx L D,(t+dt,x) —dx L D,(t, x)
dx
=dtvLD,(t,x)+dtdx Lk, D, (t,x +7> —dtvLD, AD,(t,x + dx)
—dtdx Akl D,.(t, x)

Donde L corresponde al largo de la membrana. Dividiendo por dx, dt y L

D,(t+dt,x) — D,(t,x)

dt
vD,.(t,x+dx)—vD,(t x dx dx
_ D d))c + )+ k+D0<t,x+7>— k;D+(t,x+7>

Considerando dx — o y dt — oo, se tiene la ecuacién para D,

dD,(t,x) oD, (t,x)
—_— = -y —

o5t 0% + k. Dy(t,x) — k' D, (t, x)
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Vesiculas de DMT1 no asociadas a proteinas motoras:

X x + dx
>

dx

Figura 35: Diagrama de entradas y salidas variable D,

De acuerdo a la Figura 35, se tiene el siguiente balance de masa:

Acumulacion = entrada — salida

dx L Dy(t + dt,x) —dx L Dy(t, x)
=dtLN,(t,x)+dxdtLk’ D, (t,x)+dxdtLk”D_(tx)
—dt LN, (t,x +dx) —dxdtLk_Dy(t,x) —dxdtLk,Dy(t,x)

Donde L corresponde al largo de la membrana y considerando que de acuerdo a la ley de

Fick, el flujo es:

D (t, x)
N, (t,x) = v, %—x

Se tiene luego dividiendo por dt, dx y L

Do(t + dt, x) — Dy(t, x)

dt
_ No(t,x) = No(t, x + dx)

dx
— kDo (t, x)

+ kL D.(t,x)+ k_ D_(t,x) — k_Dy(t, x)

Considerando dx - 0 y dt = 0

dDoy(t,x) _ ON4(t,x)
ot  0x

+ kD, (t,x) + k.D_(t,x) — k_Dy(t,x) — kyDy(t, x)

v



Y luego reordenando, se obtiene la expresion para la variable D,

ox Ox

aDo(t,X) _ d aDo(t,x)
ot ox \°

) + k!, D.(t,x) + k_.D_(t,x) — k_Dy(t, x) — k Dy(t, x)

DMT1 en membrana basolateral:

D

k>
o=
kea
/

x=1

Figura 36: Diagrama de entradas y salidas variable Dg

De acuerdo a la Figura 36, se tiene el siguiente balance de masa,

Acumulacion = entrada — salida
Dg(t+dt)L—Dg(t)L=dtvLD,(t,1) + kj Ldt Dy(t,1) — k, L dt Dg(t) — yg L dt Dg(t)
Donde L corresponde al largo de la membrana. Dividiendo por dt y L

Dy (t +dt) — Dg(t) /
B ” B = vD,(t,1) + k3 Dy(t,1) —k, Dg(t) —yg Dg(t)

Considerando dt —» oo

dDg(t) ,
jt = v D,(t,1) + kj Do(t,1) — k, Dg(t) —yg Dp(t)




Reordenando:

% =vD,(t,1) +ky Do(t, 1) — (ky +yp)Dg(t)

Deduccion condiciones de borde

Hay muchas maneras de definir las condiciones de borde para la resoluciéon de estos
sistemas, uno de ellos consiste en definir el flujo de la especie deseada en la direccién de
salida del borde y de acuerdo a la ley de Fick se tendrda que dicha expresion serd

proporcional a la derivada en la direccién normal del flujo de ingreso a través del borde.
Se tiene entonces que para Dy el flujo de salida en el borde 0 es:

Flujo de salida Dy(t,0) = k1Dy(t,0) — k,1D4(t)
Y de acuerdo a la Ley de Fick el flujo de salida en dicho borde es,

dD,(t, 0)

Flujo de salida Dy(t, 0) = v, o

El signo es correcto puesto que el flujo se dirige en contra del gradiente de
concentracion, por lo cual si el gradiente es positivo el desplazamiento sera a la

izquierda, lo cual corresponde a la direccion de salida en el borde x = 0.

Combinando ambas expresiones se obtiene la condiciéon de borde en x = 0 para dicha

especie.

aDy(t,0)
Vo %—x = kiDy(t,0) — k1D4(t)

Realizando un andlisis analogo para x = 1 se tiene que la condiciéon de borde es,

0D, (t, 1) ,
—Vo %—x = k;Dy(t, 1) — k,Dp(t)

Dado que para el caso de D, y D_ no hay un flujo en la direcciéon de salida en los bordes
especificados para determinar su condicion de borde como en el caso de Dy, otra manera
para determinarlas es indicar la concentracion en el tiempo para dicho borde. O, dado

que D, y D4 tienen diferentes unidades, se define la cantidad de DMT1.

VI



De esta manera se tiene que para la especie Dy, en un instante t la cantidad de proteinas
en el borde x =0, sera igual a la concentracion que en un At anterior se transformo

desde Dy a D, , es decir,
v4(0) D1.(8,0) t = ya Da(t) (¢ — Ab)
Pero si At = 0, y se simplifica t se obtiene,
v4(0) D4 (¢,0) = ya Da(t)

Lo que corresponde a la condicién de borde para D,. Un analisis analogo para D_ da

como condicién de borde para dicha especie,

v-(1) D_(¢,1) = yp Dp(t)
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7.2. Anexo B

Verificaciéon de la conservacion de la masa

El sistema de ecuaciones que se quiere verificar es el siguiente

4y b_(6,0)+ K Do(t,0) — ks Dy(D) — ¥ D4 (1)

dDy(t) ,
;t =vD,(t,1) + kb Dy(t,1) —k, Dp(t) —y5 Dg(t)

0D_(t,x) _ 0D_(t,x)

+ k_Dy(t,x) — k_LD_(t, x)

dat 0x
aD, (t,x) 0D, (t,x) ,
+a—t = —v+a—x + kyDy(t,x) — k4D, (t, x)

aDo(t,X) _ d aDo(t,x)
ot ox \"° 7 ox

) + k!, D.(t,x) + k_.D_(t,x) — k_Dy(t, x) — k Dy(t, x)

Con las condiciones de borde,
(% D+(t, 0) =Ya DA (t)

v_(1) D_(¢t,1) = yp Dp(t)

aDy(t,0)

Vo o = k1Do(t,0) — k1D4(t)
dDy(t, 1) ,

Vo "o = k3Do(t, 1) — k,Dg(t)

Se quiere probar:

i U {D,(t,x) + D_(t,x) + Dy(t,x)}dx + Ds(t) + Dg(t)| =0
de(J,
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Se tiene que:

0{D,(t,x) + D_(t,x) + Do(t,x)} _ 0D, (t,x) N dD_(t, x) N 0Dy (t, x)

ot ot ot ot
oD, (t,x) N dD_(t,x) N dDo(t,x)  9D,(t,x) N aD_(t,x) 9Dy (t, X)
ot ot ot =V ox v ox Ox Vo Ox
S
aff aD,(t,)\|"
E lf {D+ (t; x) + D_(t, x) + DO(t! X)}dxl = <_UD+(t, x) + UD_ (t, x) + VO ()a(x x))
i 0

%[ fo (D, (t, ) + D_(t, ) + Do t, x)}dxl

dD,(t, x)
dx
0Dy (t, x)
d0x

= <—vD+(t, 1)+ vD_(¢t,1) + vy

)
)

— <—UD+(t, 0) + vD_(t,0) + v,

dit [ fo (D4 (t,x) + D_(t, %) + Do t, x)}dxl

= (—vD,(t,1) +yp Dg(t) — kDo (t,1) + k;Dp(t))
— (=¥a D4(t) + vD_(t,0) + k1Do(t,0) — k1 Dy (1))

1
%[ [ 9463 + D) + Do(tx))dx + Da0) + D (t)]
0

= (—vD,(t,1) +yg Dp(t) — k3D (t, 1) + k,Dg(t))
— (=4 D4(t) + vD_(t,0) + k1Dy(t,0) — k;D4(t)) + vD_(t,0) + k1 Dy(t,0)
— k1 Da(t) =y Da(t) + vD.(t,1) + ky Do(t,1) — ky Dg(t) — yp Dp(t)

1
= %U {D,(t,x) + D_(t,x) + Dy(t,x)}dx + D,(t) + DB(t)l =0
0

Por lo tanto se conserva la masa en este sistema.
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7.3. Anexo C

Diferencias finitas

Para la resolucién del sistema se utilizaron diferencias finitas, las cuales se detallan a

continuacion.

Diferencias finitas para Dy:

D 0 D_(1,0) + K Do(6,0) — ky Da(6) ~ ¥ D4(0)

Dy(t +At) — Dy = v At D_(t,0) + At kg Dy(t,0) — At k1 D,(t + At) — At y D,(t + At)

D,(t) + At (v D_(t,0) + k1 Dy(t,0))

D,(t + At) =

Diferencias finitas para Dg:

dDy(t) ,
;t =vD,(t,1) + kb Dy(t,1) —k, Dp(t) —y5 Dg(t)

Dg(t +At) — Dy = At v D, (t,1) + At k; Dy(t,1) — At k, Dg(t + At) — At yg Dg(t + At)

Dg(t) + At (v Dy (t, 1) + kb Dy(t, 1))

Dg(t + At) =

Diferencias finitas para D_:

0D_(t,x) _ 0D_(t,x)

3¢ F + k_Dy(t,x) — k_LD_(t, x)

D_(t + At,x) — D_(t,x)
(D_(t, x + Ax) — D_(¢t, x)
=vAt
Ax

> + At k_Dy(t,x) — At k_.D_(t + At, x)

At At
D_(t,x) (1 — vA_x) +Ua D_(t,x + Ax) + At k_ Dy(t, x)

D_(t+ At,x) = 1Tk At




Diferencias finitas para D,:

dD, (t,x) oD, (t,x) ,
+6—t = —v*a—x + kyDo(t,x) — k', D, (t,x)
D,(t + At,x) — D.(t,x)
<D+ (t,x + Ax) — D, (t,x)
= —v At
Ax

) + At k. Dy(t,x) — At ki, D, (t + At, x)

At At
D_(t,x) (1 — vﬂ) +U L, D_(t,x + Ax) + At k_ Dy(t, x)

D_(t + At,x) = Y,

Diferencias finitas para Dy:

0Dy (t,x) 6( 0D, (t, x)

kR =3 % ) + k!, D.(t,x) + k_.D_(t,x) — k_Dy(t, x) — k. Dy(t, x)

At
Do(t + At,x) — Do(t, x) — v [Do(t + At, x + Ax) + Dy(t + At,x — Ax) — 2 Dy(t + At, x)]

+ At (ky + k) Do(t,x) = At (k. D_(t + At,x) + ki D, (t + At, x))
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