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EFECTO DEL CALCIO SOBRE EL MOVIMIENTO DE DMT1 Y FPN1 DURANTE LA CAPTACION
DE HIERRO NO HEMO EN CELULAS CACO-2

El hierro y el calcio son micronutrientes esenciales para el crecimiento y normal desarrollo de los seres
humanos. El hierro es un componente esencial para el desarrollo de los procesos celulares, debido a su capacidad
de ciclar entre los estados de oxidacion ferroso (Fe?*) y férrico (Fe®*). Sin embargo, su sobrecarga o deficiencia
esta relacionada con diversas enfermedades, por lo que mantener su homeostasis corporal es fundamental. Los
humanos no poseen un mecanismo regulado para la excrecion de hierro; por ello, su absorcién es un proceso
celular altamente regulado. El hierro no hemo dietético, Fe®*, primero es reducido a Fe?* para luego ser
absorbido desde la membrana de ribete de cepillo intestinal por el Transportador de Metal Divalente 1 (DMTL1).
Después de entrar en el enterocito, Fe?* pasa a formar parte del grupo de hierro labil citosélico (cLIP) y, segln
los requisitos sistémicos del organismo, puede luego transferirse al torrente sanguineo desde la membrana
basolateral mediante ferroportina (FPN). Se ha propuesto que altas concentraciones de calcio en la dieta podrian
reducir la biodisponibilidad del hierro; sin embargo, se desconocen las dosis de calcio y los mecanismos por los
que el calcio podria ejercer un efecto inhibidor sobre la absorcién de hierro.

En este trabajo se investigo el efecto del calcio en la captacion de hierro no hemo de las células epiteliales
cancerigenas provenientes del adenocarcinoma de colon humano Caco-2. Se mostrd que el calcio extracelular
inhibe la captacién de hierro por las células Caco-2 de una manera dependiente de la concentracion y que su
efecto inhibidor no se ejerce a través de la sefializacion del calcio intracelular, ya que la quelacion del calcio
intracelular con BAPTA no afectd la captacion de hierro. Ademas, se determind que el calcio actia como un
inhibidor reversible no competitivo del transporte de hierro mediado por DMT1. Se desarroll6 un modelo
matematico utilizando un mecanismo de cuatro estados para describir la inhibicion no competitiva del calcio
sobre el transporte de hierro mediado por DMT1 en las células Caco-2 con el cual se predijo con precision la
dinamica de extincion de la fluorescencia de calceina observada experimentalmente.

Utilizando células Caco-2 polarizadas cultivadas en insertos bicamerales como modelo de epitelio
intestinal, se mostré que el calcio extracelular modifica la ubicacion de DMT1, ya que mientras mayor fue la
concentracion de calcio, mayor fue la reubicacion de DMT1 en los dominios basales; en cambio, al reducir al
minimo la concentracién de calcio, la concentracién apical de DMT1 aumentd de manera significativa; por otro
lado, cuando las células se expusieron a hierro, se indujo una relocalizacién de DMT1 a los compartimientos
intracelulares, pero esta relocalizacion fue mas rapida cuando la concentracion de Ca?* extracelular era de 10 uM
en comparacion con la obtenida en presencia de 3 mM. Ademas, se evidenci6 que los cambios en la localizacion
de FPN inducidos por las concentraciones de calcio extracelular no fueron estadisticamente significativos. Estos
resultados muestran por primera vez que el ciclo endocitico de DMTL1 en las células Caco-2 esta determinado
por la concentracion de hierro y de calcio en el compartimiento apical. Los hallazgos obtenidos sugieren
nuevamente que el calcio inhibe de manera no competitiva la captacion de hierro mediada por DMT1 en células
Caco-2, ya que, segun la concentracién de calcio extracelular no sélo la ubicacion de este transportador en la
célula se ve alterada, sino también su capacidad de transporte de hierro.

Se propusieron tres modelos fenomenol6gicos para describir el movimiento de DMT1 en las células Caco-2
asociado a los cambios en la concentracion de calcio extracelular en el medio apical y al proceso de captacién de
hierro no hemo. Los modelos A y B no lograron representar adecuadamente la dinamica de DMT1 en la
membrana apical. EI modelo C acopla dos osciladores de Ball para representar el comportamiento oscilatorio de
la internalizacién de DMT1 cuando estd 0 no unida a Ca?*, e incorpora un estado de DMT1 en la membrana
apical que representa la fraccion de DMT1 unida tanto a hierro como a calcio. Los pardmetros obtenidos del
ajuste para el modelo C son positivos y se identificaron como significativos para todos los casos. EI modelo C
propuesto reprodujo cualitativa y cuantitativamente las principales caracteristicas de la variacién de la
concentracion de DMT1 en la membrana apical observada luego de modificar la concentracién de calcio en el
compartimiento apical de los insertos de las células Caco-2, con o sin la presencia de 10 uM de FAS.

Con base en los resultados generados y considerando que la ingesta dietética recomendada por el Instituto
de Medicina de EE. UU. de hierro (18 mg/dia) y calcio (1000 mg/dia), equivalen en el sistema experimental a 10
UM de FAS y 1,5 mM de CacCl,, es posible especular que, si se toman los suplementos de estos metales juntos, el
suplemento de calcio podria afectar negativamente la captacion intestinal de hierro. Por lo tanto, deberia ser
recomendable que estos dos suplementos pudieran tomarse en diferentes momentos.
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Capitulo 1. Introduccion General

1.1 El hierro

El hierro (Fe) es uno de los elementos mas abundante en la tierra (Dasa y Abera,
2018; Rodriguez y Mandalunis, 2018), y es el metal traza méas abundante en las especies de
mamiferos, cuyo suministro adecuado en la dieta es esencial para las funciones celulares y
enziméticas normales debido a su capacidad de ciclo constante entre dos estados de
oxidacion: ferroso (Fe?") y férrico (Fe3*) (Hofer y col., 2008; Cassat y Skaar, 2013). El
hierro interviene en el transporte y almacenamiento de oxigeno a los tejidos (por medio de
la hemoglobina en los eritrocitos y la mioglobina en los miocitos), la sintesis de ADN y
enzimas, funcién inmune y en una amplia variedad de procesos del metabolismo energético
(He y col., 2008; Thumser y col., 2010; Zddl y col., 2010; Scheers, 2013; Lane y col.,
2013; Chifman y col., 2014). Durante la produccion de ATP, el hierro desempefia un papel
indispensable ya que actla como cofactor para los citocromos y los complejos de hierro-
azufre de la cadena oxidativa (Lill y col., 2012). Este metal también es un cofactor crucial
para funciones cerebrales importantes, incluida la plasticidad sinaptica, la mielinizacion y
la sintesis de neurotransmisores (Nnah y Wessling-Resnick, 2018).

En el ambiente intracelular reductor, el hierro contribuye con el estrés oxidativo y el
dafio a las macromoléculas, ya que su forma ferrosa (Fe?") cataliza la formacion de
radicales libres a través de la reaccion de Haber-Weiss (Teucher y col., 2004; Zodl y col.,
2010; Birben y col., 2012; Dias y col., 2013; Chifman y col., 2014; Nnah y Wessling-
Resnick, 2018; Sangkhae y Nemeth, 2018). A un pH fisioldgico, el hierro ferroso se oxida
rapidamente a la forma férrica insoluble (Fe**), por lo que las células requieren proteinas
que permitan el transporte de hierro y aseguren su biodisponibilidad, eviten su reactividad,
nieguen este metal a los microorganismos invasores y protejan los tejidos del huésped del
dafio tisular debido a la formacién de radicales libres (Ma y col., 2006; Villarroel y col.,
2011; Tarifefio-Saldivia y col., 2018).

La biodisponibilidad del hierro se define como la proporcién del hierro obtenido de
la dieta que es absorbida y utilizada biol6gicamente, la cual depende de factores como el
tipo y cantidad de hierro, la combinacion de alimentos en la comida y el nivel de las
reservas corporales de este metal (Wienk y col., 1999; Hurrell y Egli, 2010). EI hierro
dietético se encuentra en dos formas basicas: hemo u organico, abundante en el higado
(hemoglobina) y en las carnes rojas y blancas (mioglobina) (Scheers, 2013), y no hemo o
inorganico, presente en las verduras, cereales, frutas y algunos alimentos de origen animal
como la leche y los huevos, y se encuentra en mayor proporcién en la forma férrica (Seriki
y col., 2017).

Aunque el hierro hemo u organico generalmente representa del 10 al 15 % de la
ingesta dietética de hierro en una dieta omnivora, contribuye con un 40 % o mas al hierro
total absorbido por el cuerpo, ya que su absorcion se ve menos afectada por factores
dietéticos, por lo que ocurre de manera mas eficiente que la absorcion del hierro no hemo
(Bjorn-Rasmussen y col., 1974; Hunt, 2002), debido a los transportadores especificos de
hemo que permiten que el hierro en esta forma pase directamente a través de las
membranas celulares y al torrente sanguineo (Mann y Truswell, 2012). Por otro lado, se
estima que el 85-90 % de la ingesta total de hierro proviene de la forma no hemo; sin
embargo, la biodisponibilidad del hierro inorganico para los organismos bioldgicos es
relativamente baja (1-10 %), como consecuencia del aumento de las concentraciones de
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oxigeno en el ambiente por la evolucion de la fotosintesis (Linder y col., 2006; Ganz,
2017). La leche materna es el Unico alimento con hierro no heminico que tiene un
porcentaje de absorcidn de aproximadamente 50 %, debido a su composicidn quimica, pues
tiene un contenido mas bajo de calcio, fosforo y proteinas, pero una mayor cantidad de
lactoferrina y vitamina C (Luke y col., 1993); esto hace que en la leche humana el hierro
esté mas biodisponible que en la leche de vaca (Moslemi y col., 2018).

Un humano adulto promedio bien nutrido tiene aproximadamente 50 mg de hierro
por kilogramo, que equivalen a 3—4 g de hierro para una persona de 70 kg (Andrews, 1999;
Mufioz y col., 2009; Chifman y col., 2014). La mayor parte de este hierro es intracelular,
donde la concentracion de oxigeno es menor y la concentracion de sustancias reductoras es
alta (Ilbert y Bonnefoy, 2013). Alrededor del 65-75 % del hierro del cuerpo se encuentra en
la hemoglobina de los eritrocitos, que es una proteina en los globulos rojos que transporta
oxigeno a los tejidos del cuerpo (Dasa y Abera, 2018); el 10 % esta en la mioglobina del
musculo estriado, el 10-20 % se asocia a la ferritina dentro de hepatocitos y macréfagos, el
0,1 % se une a la transferrina en el torrente sanguineo y el resto se distribuye en otros tipos
de células (Zhang y Enns, 2008; Ganz, 2017).

En humanos, las principales fuentes de hierro (cerca del 90 %) incluyen el reciclaje
de hierro de los eritrocitos senescentes, la absorcidn intestinal de hierro y la liberacion de
hierro almacenado de los hepatocitos (Ganz, 2017). Los macréfagos pueden fagocitar a los
glébulos rojos senescentes o dafiados, extraer su hierro hemo y reciclarlo al liquido
extracelular y al plasma; en este proceso, se recupera la cantidad de hierro necesaria para la
eritropoyesis diaria (Ganz y Nemeth, 2012). Por otro lado, diariamente un adulto sano
pierde ~0,025 % de su hierro total, equivalentes a 1-2 mg de hierro, principalmente a través
de la descamacion de las células epiteliales en el tracto digestivo y la piel, micro
sangramiento fisioldgico intestinal, sudor y orina, aunque esta pérdida de hierro aumenta en
mujeres, nifios y adolescentes en crecimiento, debido al sangrado menstrual y a las
necesidades del crecimiento (Hurrell y Egli, 2010). En estado estable, el cuerpo compensa
esta pérdida principalmente a través de la absorcion intestinal de hierro (Scheers, 2013;
Chifman y col., 2014; Sebastiani y col., 2016).

No se conoce ningin mecanismo bioldgico regulado conocido de excrecion de
hierro en los mamiferos (Ravia y col., 2005). Por lo tanto, el control estricto de la absorcion
intestinal de este metal desde el duodeno en respuesta a los requisitos y la disponibilidad
del hierro celular es crucial para la homeostasis del hierro tanto a nivel sistémico como
celular, de modo que esta absorcién aumenta por la deficiencia de hierro, pero se reduce en
condiciones de carga de hierro (Ma y col., 2002; Sharp y Srai, 2007; Andrews, 2008;
Gkouvatsos y col., 2012; Ganz, 2013).

La falta de una apropiada regulacién de la absorcion de hierro desencadena
alteraciones en la homeostasis del hierro, lo que puede provocar:

- La deficiencia de hierro (ID) es la deficiencia de micronutrientes mas comun en el
mundo, afecta a mas de 3 mil millones de personas en todo el mundo (Rudy vy
Mayer-Proschel, 2017), y se caracteriza por la pérdida de almacenamiento de hierro
(ferritina < 12 pg/L) con concentracion normal de hemoglobina (Dasa y Abera,
2018). La deficiencia de hierro puede ocurrir cuando las ingestas son bajas, por
pérdida excesiva de sangre o cuando la absorcion de hierro es inhibida por otros
componentes de la dieta (Gaitan y col., 2011). La anemia por deficiencia de hierro
(IDA), es el indicador més utilizado de esta deficiencia, se caracteriza por un bajo
nivel de hemoglobina y se produce debido a que las reservas de hierro estan
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completamente agotadas y no hay suficiente hierro para la sintesis de hemoglobina
(Ramakrishnan y Yip, 2002; Tidehag y col., 1995). Sintomas asociados con el
transporte deteriorado de oxigeno estan presentes en esta anemia (Brownlie y col.,
2004; Scheers, 2013), la cual también aumenta la morbilidad y la mortalidad
materna (Darnton-Hill, 1998; Dasa y Abera, 2018).

- La sobrecarga de hierro se asocia con aumentos en el hierro no unido a proteinas
como resultado de la capacidad fisiologica de unidn al hierro que se ve desbordada
(Dasa y Abera, 2018). La sobrecarga de hierro estd relacionada con varias
enfermedades que implican cambios funcionales de la hemoglobina, como la
talasemia y las hemoglobinopatias relacionadas, las cuales producen eritropoyesis
ineficaz que estimula la absorcion de hierro incluso si las reservas de hierro son
adecuadas (Hurrell y Egli, 2010; Scheers, 2013). La hemocromatosis hereditaria,
causada por una mutacion en el gen HFE, es un trastorno autosémico recesivo muy
comun con un aumento inadecuado de la absorcion de hierro que conduce a la carga
de hierro de las células parenquimatosas en el higado, pancreas, corazon y otros
organos, con el consiguiente dafio de su estructura y deterioro de su funcion (Limdi
y Crampton 2004; Zodl y col., 2010; Shawki y col., 2015), que puede causar
cirrosis, carcinoma de higado, insuficiencia cardiaca, diabetes mellitus vy
osteoporosis (Rodriguez y Mandalunis, 2018). En los Gltimos afios, se han realizado
varios estudios para investigar la relacién entre la acumulacién de hierro y las
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad
de Huntington, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral amiotrofica (ELA)
y la esclerosis multiple (EM) (Huang, 2003; Poptawska-Domaszewicz y col., 2014;
Liy col., 2016). Sin embargo, no se ha establecido si la acumulacion de hierro es un
sintoma o una causa de estas enfermedades (Hofer y col., 2008). Por lo tanto, una
mejor comprension del transporte de hierro y los mecanismos de homeostasis
pueden ayudar a profundizar nuestro conocimiento de estas enfermedades.

1.2 Proceso de absorcion intestinal del hierro

En el proceso de absorcion, el hierro se transporta desde el intestino hacia el torrente
sanguineo; sin embargo, el transporte de hierro a través del enterocito ain no se entiende
completamente. La absorcion de hierro es un proceso que tiene lugar predominantemente
en la porcién proximal del duodeno y el yeyuno superior, donde el pH ain es acido y los
enterocitos tienen un ribete en cepillo microvelloso en la membrana apical para maximizar
el area de la superficie de absorcion (Andrews, 2008). Varios factores como la fuente de
alimento, la genética y la reserva de hierro corporal determinan la tasa de absorcion de
hierro (Moslemi y col., 2018). La Figura 1.1 muestra los principales componentes del
proceso de absorcion de hierro.

El hierro no hemo dietético (Fe**) debe reducirse a la forma ferrosa o soluble (Fe?*)
antes de ser absorbido por el intestino, lo cual se logra mediante agentes reductores de la
dieta como el acido ascorbico, o por medio de reductasas férricas endogenas como el
citocromo B duodenal (DcytB) localizado en la membrana de ribete de cepillo (BBM:
brush border membrane) del duodeno (Ma y col., 2006b; Zhang y Enns, 2008; Andrews,
2008; Dasa y Abera, 2018). Si el hierro de la dieta se suministra directamente como hierro
ferroso, la actividad de DcytB seria prescindible (Teucher y col., 2004).
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Figura 1.1. Principales componentes del proceso de absorcidn de hierro.
Adaptada de Cegarra y col. (2019).

Luego, el hierro no hemo en su forma reducida, es transportado a través de la BBM
de los enterocitos al citoplasma, principal o Unicamente a través del Transportador de Metal
Divalente 1 (DMT1: Divalent Metal Transporter-1), un simportador de hierro que co-
transporta protones y Fe?* con una estequiometria 1:1, situado en la BBM de los enterocitos
cerca de DcytB (Andrews, 2008; Mackenzie y col., 2005; Dasa y Abera, 2018). Sin
embargo, se ha informado que DMT1 también puede mediar en el transporte de Fe?* de
forma desacoplada del gradiente de H* (Mackenzie y col., 2005; Colins y col., 2017) que se
genera por el transporte activo secundario de iones de sodio (Beck y Coad, 2017). DMT1
también puede transportar otros cationes metalicos divalentes (Mn?*, Cd?*, Co%**, Zn?*,
Cu?*, Pb?"), que inhiben de manera competitiva el transporte de los iones ferrosos si estan
presentes en altas concentraciones (Dasa y Abera, 2018; Andrews, 2008; lIlling y col.,
2012). Una vez dentro del enterocito, el hierro intracelular se puede transportar a través de
un proceso endocitico en el que las vesiculas derivadas de BBM que contienen DMT1 se
fusionan con las vesiculas derivadas de la membrana basolateral (BLM: basal lateral
membrane) que contienen transferrina no unida a hierro, siendo la transferrina una
glicoproteina con dos sitios de union para Fe** (Ma y col., 2006b). DMT1 también se ubica
en la membrana de los endosomas de reciclaje de todos los demas tipos de células, donde
transporta Fe?* desde el endosoma hasta el citosol, durante la captacion de hierro mediada
por transferrina a través de la endocitosis de transferrina (Gunshin y col., 2005; Zhang y
Enns, 2008; De Domenico y col., 2008).

Después de entrar en el enterocito, Fe?* pasa a formar parte del grupo de hierro labil
citosélico (cLIP: cytosolic Labile Iron Pool), una reserva de hierro quelable con actividad
redox, que representa cerca del 3 % del hierro celular total, pero esta proporcion aumenta
cuando aumenta la concentracion de Fe?* en la BBM de los enterocitos (Kakhlon y
Cabantchik, 2002; Bernhardi y Inestrosa, 2008). Debido al entorno reductor de la celula, el
hierro en el cLIP esté, en promedio, en la forma Fe?*, aunque se espera la presencia de una
forma Fe®* transitoria como resultado de oxidaciones celulares (Arredondo y NUfiez, 2005).
Esto hace que las células con cLIP mas alto exhiben invariablemente niveles mas altos de
especies reactivas de oxigeno. Por lo tanto, el cLIP es un marcador no solo del contenido
total de hierro de la célula, sino que también determina el estado redox de esta
(Kruszewski, 2003; Nufiez y col., 2004).



Segun los requisitos sistémicos del organismo, el hierro del cLIP puede depositarse
en ferritina (para el almacenamiento), ser absorbido por las mitocondrias (para el
metabolismo), o transferirse al torrente sanguineo mediante ferroportina (FPN) desde la
BLM en tiempos de escasez sistémica de hierro, donde se oxida de Fe?* a Fe** por
hefaestina (Hp), una oxidasa multicobre (Andrews, 2008; Breuer y col., 1995; Brown vy
col., 2004). La importancia de la hefaestina en la absorcion se hace evidente cuando
ocurren mutaciones en su gen, que producen anemia microcitica e hipocromica que es
refractaria a la terapia oral con hierro (Nufiez, 2010). FPN es el Unico exportador de hierro
celular conocido, y se controla postraduccionalmente por el péptido hepcidina (Roughead y
col., 2005).

El hierro férrico (Fe**) puede circular en el torrente sanguineo unido a la
transferrina (Tf), que puede ingresar a las células que tienen receptores especificos de
transferrina (RTf), a través de un proceso de endocitosis mediada por el receptor (Ganz,
2017; Hofer y col., 2008; Yanatori y col., 2017). Esto implica que, tanto la ferritina como la
transferrina pueden secuestrar el hierro para mantenerlo en una forma no reactiva
(Andrews, 2008; Ma y col., 2006b). Generalmente, un promedio de 20—40 % de los sitios
de union a transferrina estan saturados con hierro férrico (Ganz, 2017).

El estado de hierro corporal puede evaluarse entonces mediante una serie de indices
bioquimicos que incluyen la concentracion de hemoglobina en sangre, la concentracion de
ferritina, la saturacion de transferrina, la concentracion del receptor de transferrina en el
plasma, siendo preferible utilizar una combinacion de estos indices para mejorar la
especificidad, como la combinacion de ferritina y hemoglobina, que es la mas utilizada para
monitorear el estado del hierro (Benkhedda y col., 2010).

El mecanismo de absorcidn de hierro hemo sigue siendo incierto. Sin embargo, se
ha propuesto que puede ser absorbido por la Proteina Transportadora Hemo 1 (HCP1,
Haem Carrier Protein 1) ubicada en la membrana apical de los enterocitos, que es
principalmente un transportador de folato acoplado a H*, y que puede funcionar como un
receptor de membrana que media la endocitosis 0 como un transportador de hierro hemo
(Laftah y col., 2009; Hofer y col., 2008; Herrera y col., 2015). Una vez que el hierro hemo
se internaliza en el enterocito, se cataboliza mediante un complejo multienzimatico HO1-
CytP450 (hemooxigenasa citosolica-1/NADPH-Citocromo P450 reductasa) en biliverdina y
mondxido de carbono, liberando Fe?* en el citosol a través de un mecanismo actualmente
desconocido que se cree esta mediado por DMT1 (Raffin y col., 1974; Zhang y Enns, 2008;
Yanatori y col., 2017). Se ha propuesto que las proteinas de transporte hemo recientemente
identificadas del grupo FLVCR (receptor del subgrupo C del virus de la leucemia felina) y
ABCG?2 (proteina G2 del casete de union al ATP) transportan el exceso de hierro hemo
directamente al torrente sanguineo (Krishnamurthy y col., 2007; Chifman y col., 2014).

A continuacién, se presenta una descripcion mas detallada de los principales
componentes del proceso de absorcion intestinal de hierro.

1.2.1 Transportador de Metal Divalente 1 (DMT1)

El Transportador de Metal Divalentes 1 (DMT1) es una proteina de transmembrana,
que transporta hierro en su forma reducida (Fe?*) a través de la membrana luminal de los
enterocitos duodenales, mediante un mecanismo electrogénico que hasta ahora se sabe
implica el co-transporte de Fe?* y un proton, por lo que depende de la presencia de protones
luminales (Andrews, 1999; Arredondo y Nufiez, 2005; Yiannikourides y Latunde-Dada,



2019). Mutaciones en el gen DMT1 en ratas y ratones causan un defecto en la absorcion
intestinal de hierro, lo que sugiere que este transportador juega un papel importante en la
absorcion de hierro por las células intestinales (Fleming y col., 1998; Su y col., 1998).
También se observd que los ratones que son homocigotos para una delecion dirigida en
DMT1 son severamente anémicos debido a la incapacidad de absorber hierro a través del
intestino y no sobreviven més de 7 dias (Gunshin y col., 2005). DMT1 también es critico
para la recuperacion de hierro desde los endosomas de reciclaje durante la captacion de
hierro celular mediada por el receptor de transferrina en celulas precursoras eritroides
(Fleming y col., 1998; Gunshin y col., 2005; Veuthey y Wessling-Resnick, 2014).

Estudios en ratones indican que DMTL1 se expresa a lo largo de todo el intestino
delgado, pero solo aumenta su expresion en la parte proximal del duodeno en respuesta a la
privacion de hierro, lo que sugiere que el duodeno proximal es el sitio principal para la
absorcion de hierro (Johnston y col., 2006; Scheers, 2013). En los enterocitos duodenales
polarizados, DMT1 se ubica cerca de DcytB, y transporta Fe?* a través de la BBM y hacia
el citoplasma (Andrews, 2008; Mackenzie y col., 2005; Dasa y Abera, 2018). La eficiencia
del transporte de hierro al enterocito con DMT1 estd determinada en parte por la
disponibilidad de la forma ferrosa (Fe?").

Si bien DMT1 es una proteina simportadora, también puede mediar los flujos de H*
o Fe?* de manera no acoplada, es decir, puede funcionar como un uniportador. El transporte
de H* desacoplado del transporte de cationes divalentes, es una via de “fuga” de H", que se
ha demostrado por las corrientes internas y la acidificacion intracelular observadas después
de cambiar el pH de 7,5 a 5,5 en ovocitos de Xenopus que expresan el transportador de
metal divalente (Gunshin y col., 1997; Mackenzie y col., 2007; Shawki y Mackenzie,
2010).

La transcripcion del gen SLC11A2 que codifica DMT1 humano (hDMT1), origina
cuatro transcripciones de ARNm diferentes llamadas DMT1-1A/IRE(+), DMT1-1A/IRE(-),
DMT1-1B/IRE(+) y DMT1-1B/IRE(-), que comparten un segmento conservado de 531
aminoéacidos, y difieren en sus extremos N y C-terminal (Hubert y Hentze, 2002). Dos de
las isoformas tienen un elemento sensible al hierro (IRE) en su region no codificante 3" del
ARNm (3’-UTR) y se denominan IRE(+), mientras que las otras se llaman IRE(-) porque
carece de ese elemento (Lee y col., 1998). En el extremo C-terminal, las isoformas IRE(+)
tienen un segmento de 18 aminoacidos, mientras que en las isoformas IRE(-) se encuentra
un residuo de 25 aminoacidos (Mims y Prchal, 2005; Montalbetti y col., 2013). Ademas, se
encuentra una variacion adicional que depende de si la region no codificante 5' del ARNm
(5'-UTR) es el exon 1A o el exdn 1B (Arredondo y Nufiez, 2005; Aguirre y col., 2005). El
exon 1A agrega 29-31 aminoéacidos al extremo N-terminal de DMT1 (Mims y Prchal,
2005; Montalbetti y col., 2013).

Segun lo reportado en literatura, las isoformas de DMT1 se distribuyen como sigue:
DMT1-1A/IRE(+) se localiza en la membrana plasmatica, DMT1-1A/IRE(-) y DMT1-
1B/IRE(-) en los endosomas de reciclaje, y DMT1-1B/IRE(+) endosomas tardios y
lisosomas (De Domenico y col., 2008; Yanatori y col.,, 2016). Varios autores han
informado la expresion de la isoforma DMT1-1A/IRE(+) es predominante en enterocitos
duodenales (Gunshiny col., 1997; Canonne-Hergaux y col., 1999) y en los rifiones (Hubert
y Hentze, 2002). La diferencia clave entre las isoformas IRE(+) e IRE(-) es el hecho de que
la presencia de IRE confiere regulacion postranscripcional por el estado del hierro, ya que
la disminucion del suministro de hierro promueve la traduccion de DMT1-IRE(+) con las
proteinas reguladoras de hierro (IRP), para aumentar la absorcion de hierro (Gunshiny col.,
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2001; Pantopoulos, 2004; Canonne-Hergaux y col., 1999). Por otro lado, el exon 1A
contiene elementos de respuesta a la hipoxia (HRES), que en el intestino son reconocidos
por HIF-2a para modular la expresion de DMT1 en condiciones hipoxicas (Mastrogiannaki
y col., 2009; Shah y col., 2009).

La isoforma hDMT1-1A/IRE(+) estd constituida por 590 aminoé&cidos, tiene una
masa de ~65 kDa, 12 dominios transmembrana, y sus extremos N y C-terminal estan dentro
del citoplasma (Gruenheid y col., 1995; Gunshin y col., 1997). Todas las isoformas de
DMT1 contienen dos residuos de asparagina en su bucle extracelular predicho entre los
dominios transmembrana 7 y 8, sitios de N-glicosilacion previstos en el cuarto bucle
extracelular y un motivo de transporte de consenso en el cuarto bucle intracelular
(Gruenheid y col., 1995; Gunshin y col., 1997; Yanatori y Kishi, 2018). Se sugiere que tres
residuos cargados negativamente y altamente conservados en los dominios transmembrana
1,4y 7 de DMT1 son esenciales para el transporte de cationes. Ademas, dos residuos de
histidina en el dominio transmembrana 6 parecen criticos para la funcion normal (Lam-
Yuk-Tseung y col., 2003).

Dos de las cuatro isoformas de DMT1 no contienen la secuencia IRE en su ARNm
y, por lo tanto, la concentracion intracelular de Fe?* no puede controlar la traduccion de
estas isoformas a través de la actividad de las proteinas reguladoras del hierro (IRP) (ver
seccion 1.4.3 para més detalles) (Aguirre y col., 2005; Zhang y col., 2009).

Se ha reportado que hDMT1 alcanza su actividad maxima de transporte de hierro
ferroso a pH 6,75, que es equivalente al pH de la BBM duodenal (Worthington y col.,
2000). Por otro lado, hDMT1 también actia como un transportador dependiente de
protones capaz de utilizar varios iones de metales divalentes como sustrato, los cuales que
se clasificaron segun la selectividad como sigue: Cd?*> Fe?*> Co?*, Mn?*>> Zn?*; Ni?*;
VO?, y hasta ahora se sabe que Co?" y Mg?" inhiben competitivamente la absorcion de
Fe?* (Illing y col., 2012). Respecto al cobre, Arredondo y col. (2003) demuestran que
DMT1 es un transportador cobre fisiolégicamente relevante en las células intestinales, pues
reportaron una inhibicién del 80 y el 48 % de la absorcion de hierro y cobre,
respectivamente, cuando las células Caco-2 son tratadas con un oligonucledtido antisentido
de DMT1, y ademas observaron que células con bajo contenido de hierro transportaron
cuatro veces mas hierro y tres veces mas cobre que las células con alto contenido de hierro;
por otro lado, las observaciones de Wang y col. (2018) muestran que, en ratones, la
expresion de DMTL1 en el intestino es esencial para la asimilacion de cantidades suficientes
de Cu?* en la dieta para mantener la homeostasis sistémica del cobre durante la anemia por
deficiencia de hierro (IDA). Datos recientes indican que hDMT1 expresado en ovocitos de
Xenopus, no es capaz de transportar Ca®*, en ausencia o presencia de hierro, y que la
captacion de *°Fe?* mediada por DMT1 se inhibe en un 73 % en presencia de Ba%*, 58 %
con Sr?*y 28 % con Mg?* (Shawki y Mackenzie, 2010).

Toyohara y col. (2005) caracterizaron la actividad de transporte de iones metalicos
del transportador de metal divalente de ostiones (ScCDMT: scallops DMT), y encontraron
que scDMT tiene la capacidad de transportar Ca?*, a diferencia de otros DMT reportados
hasta ahora, aunque también puede transportar Fe?* y Cd?*. Este hallazgo sugiere que el
homologo de DMT1, scDMT, que carece del elemento sensible al hierro (IRE), funciona
fisiologicamente como un transportador de Ca?* en condiciones naturales, posiblemente
para que los ostiones puedan transportar Ca?* del agua de mar por las branquias y el
intestino y utilizarlo en el proceso de biomineralizacion (Ramajo y col., 2016). Se informé
ademas de una mutacion Unica de DMT1 en ratones con anemia microcitica (mk) y en ratas
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de Belgrado (b), G185R, la cual consiste en una sustitucion de glicina por arginina en el
residuo 185 dentro del dominio transmembrana 4 de DMT1 de mk y b (Su y col., 1998;
Ehrnstorfer y col., 2014), que afecta severamente el transporte de hierro mediado por
DMT1 que lleva a la anemia en estas especies, y que hace que DMT1 mutante exhiba una
nueva permeabilidad constitutiva a Ca** (Xu y col., 2004). Por lo tanto, existen al menos
dos reportes que sugieren una relacion entre Ca?* y DMTL.,

Linder y col. (2006) determinaron que el proceso de absorcion de Fe?* mediado por
DMT1 era un proceso saturable, que podia caracterizarse por una constante de Michaelis
(Ky) cercana a 7+1 pM, cuando las células intestinales Caco-2 se desafiaron en el
compartimiento apical con 1uM de °Fe?* en presencia de 1 mM de ascorbato a pH 7. Por
otro lado, Thumser y col. (2010) estudiaron la captacién de cloruro férrico (FeCls) a través
de la membrana apical de las células Caco-2 a pH 6,0, y observaron nuevamente la
naturaleza saturable de la absorcion de hierro, donde la velocidad de captacion méaxima
(Vmax) de DMT1 aumentaba y la constante K, disminuia, segun aumentaba la
concentracion ascorbato, e informaron un K,, ~ 13,2 + 1,6 UM para la captacion de *>Fe en
las células Caco-2 en ausencia de ascorbato y un K,, cercano a 7 en presencia de ascorbato.
Esto muestra el efecto potenciador en la captacion de hierro del ascorbato (vitamina C), el
cual es capaz de reducir el hierro férrico a ferroso (Johnson y col., 2005).

1.2.2 Ferroportina (FPN)

La ferroportina (FPN), también denominada como IREG1 (Iron Regulated Gene 1),
SLC40A1 o MTP1, es un miembro de la familia de transportadores SLC40, y es la Unica
proteina exportadora del hierro identificada hasta ahora en vertebrados (Arredondo vy
Nufiez, 2005; di Patti y col., 2014; San Martin y col., 2008).

FPN es una proteina de membrana que se expresa principalmente en tejidos
asociados con el transporte de hierro, como enterocitos duodenales, células hepéticas de
Kupffer y macrofagos, hepatocitos y células placentarias, aunque su presencia también se
ha descrito en los glébulos blancos implicados en la eritrofagocitosis, neuronas, células de
glioma y astrocitos cerebrales (McKie y col., 2000; Burdo y col., 2001; di Patti y col.,
2004; Rice y col., 2009; Drakesmith y col., 2015).

FPN modula el flujo de salida de hierro desde los enterocitos a la circulacion
durante el proceso de absorcion intestinal de hierro, y media la exportacion de hierro para
su reutilizacion por la médula 6sea en las células de Kupffer (McKie y col., 2000; Devalia y
col., 2002). Ademas, FPN también se usa para exportar hierro almacenado de los
hepatocitos y liberar hierro materno de la placenta a la circulacion fetal (Drakesmith y col.,
2015). Debido a que FPN modula la cantidad de hierro que se pone a disposiciéon del
cuerpo desde los enterocitos, su expresion estd estrechamente regulada
postraduccionalmente por la hormona hepatica hepcidina (Yiannikourides y Latunde-Dada,
2019; Prezay col., 2011).

La isoforma 1A de ferroportina (FPN1A o FPN), abundante en los macréfagos,
contiene un elemento de respuesta al hierro (IRE) en la region no codificante 5', que en
condiciones de deficiencia de hierro se une a las proteinas reguladoras del hierro (IRP),
causando represion traduccional (ver seccion 1.4.3 para mas detalles) (Lymboussaki y col.,
2003). El sistema IRP/IRE es incapaz de reprimir completamente la traduccion de
ferroportina en los enterocitos duodenales con deficiencia de hierro, lo cual se explica por
la presencia de una isoforma de ferroportina, denominada FPN1B, que carece del segmento



IRE en la region 5', pero produce una proteina idéntica (Zhang y col., 2009). Por lo tanto,
FPN1B se traduce continuamente ain en condiciones de escasez de hierro (Drakesmith y
col., 2015), y también se expresa en las células progenitoras de eritrocitos (Cianetti y col.,
2005; Zhang y col., 2011).

En los enterocitos, la expresion de FPN es inducida por una dieta deficiente de
hierro, mientras que en los macréfagos el hierro aumenta los niveles de ARNm de FPN
(McKie y col., 2000; Yang y col., 2002). Un estudio con células de neuroblastoma SH-
SY5Y y neuronas del hipocampo, encontré que la acumulacién de hierro celular se asocia
con una mayor expresion de FPN, lo que indica que en las células neuronales FPN tiene
una regulacion similar a los macréfagos (Aguirre y col., 2005).

FPN humana estd constituida por 571 aminoécidos, con 12 dominios
transmembrana de 21-23 aminoéacidos, y tiene una masa de 67 kDa (De Domenico y col.,
2008; di Patti y col., 2014). Las caracteristicas estructurales relevantes para la funcion FPN
son una gran asa intracelular entre los dominios transmembrana 6 y 7, que contiene
residuos claves para la internalizacion y degradacion de FPN (De Domenico y col., 2007;
Qiao y col., 2012) y un asa extracelular entre los dominios transmembrana 7 y 8, donde se
encuentra el sitio de union al péptido hepcidina (Roughead y col., 2005; Preza y col., 2011;
Rochette y col., 2014).

La relevancia de FPN para la absorcion de hierro se demostré en ratones con una
delecion especifica de FPN, que presentaban letalidad embrionaria debido a la incapacidad
de transferir hierro de la madre a los embriones deficientes en FPN; ademas, una
desactivacion condicional de FPN en el duodeno causa anemia significativa en ratones
(Donovan y col., 2005).

Las mutaciones en el gen que codifica la ferroportina causan una forma de
sobrecarga de hierro, llamada 'enfermedad de ferroportina’ 0 hemocromatosis hereditaria
tipo IV (di Patti y col., 2014), caracterizada por dos fenotipos distintos, uno en el que los
pacientes muestran carga de hierro en los macrofagos y baja saturacion de transferrina, y
uno en el que los pacientes muestran una carga de hierro en los hepatocitos y una alta
saturacion de transferrina (Rice y col., 2009).

La exportacion de un Fe*" por parte de FPN va acompafiada de la importacion de
dos H' para mantener el equilibrio de carga, es decir, FPN es una proteina antiportadora de
Fe?’/2H" y el mecanismo de transporte electroneutro es una probable adaptacion para
superar el potencial de membrana en reposo negativo que obstaculizaria significativamente
la exportaciéon de cationes (Pan y col.,, 2020). Las estructuras de FPN de mamiferos
muestran dos sitios de union de iones de metales de transicion, denominados Sitio 1 (S1) y
Sitio 2 (S2), y cada sitio de union de iones se compone de solo dos residuos, Asp39 e His43
para S1, y Cys326 e His507 para S2, pero, hasta la fecha, sigue sin resolverse como S1 'y
S2 median el transporte acoplado de Fe*" y H" (Billesbelle y col., 2020; Pan y col., 2020).
Ademés, se cree que el Fe*" exportado por FPN se reduce en la cara externa de la
membrana basal por la ferroxidasa hefaestina (Hp) (Nuiez, 2010).

Se ha informado que la exportacion de iones de hierro por parte de FPN humana
alcanza su actividad maxima a pH 7,5, mientras que un pH mas bajo (5,0-6,5) inactiva el
transporte y un pH mas alto (8.0 y 8.5) reduce ligeramente el transporte (Pan y col., 2020).

Estudios recientes muestran que la eliminacion de Ca?* extracelular elimina el flujo
de hierro mediado por FPN humana en ovocitos Xenopus y células embrionarias de rifion
humano (HEK: Human Embryonic Kidney), lo cual indicaria que el calcio es un cofactor
requerido en transporte de hierro mediado por FPN humana y que la actividad de FPN
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podria estar limitada en condiciones de hipocalcemia (Deshpande y col., 2018). Shen y col.
(2023) identificaron un solo sitio de uniéon a Ca** distinto de los sitios de union a Fe*', y
ademas mostraron que FPN humana en liposomas y células HEK se une y media en el
transporte de Ca®", y que este transporte de Ca*" se inhibe significativamente en presencia
de Fe?" (pero no al revés) y no se ve afectado por un gradiente de H* ni la ausencia de Na*,
K* o CI, sugieriendo que FPN es un uniportador de Ca*".

1.2.3 Ferritina

La principal proteina intracelular de almacenamiento de hierro tanto en procariotas
como en eucariotas es la ferritina, y se considera la primera linea de defensa contra la
sobrecarga de hierro, ya que el hierro en exceso en el citoplasma es dirigido a ella (Aguirre
y col., 2005). Esta proteina se encuentra en la mayoria de los tejidos como proteina
citosolica, pero se secretan pequefias cantidades en el suero, donde funciona como
transportador de hierro (Knovich y col., 2009).

La ferritina es un complejo proteico globular de 450-500 kDa que consta de 24
subunidades proteicas que forman una nanojaula hueca con un diametro exterior de unos 12
nm y un diametro interior de la cavidad de unos 8 nm, dentro de la cual puede almacenar
alrededor de 4.500 iones de hierro férrico (Fe*) como un mineral de ferrihidrita
(Arredondo y Nufez, 2005; Wang v col., 2017). En los vertebrados, las subunidades son de
dos tipos, denominadas H (~21 kDa) y L (~19 kDa), y sus proporciones varian
ampliamente segln el tipo de tejido y pueden modificarse en condiciones inflamatorias e
infecciosas (Scheers, 2013; Knovich y col., 2009).

Cuando la ferritina almacena una gran cantidad de hierro en esta proteina, puede
formar un complejo y fusionarse al lisosoma, degradandose en una mezcla de péptidos y
hemosiderina, compuesta esencialmente por oxido férrico toxicos altamente insolubles
(Miyazaki y col., 2002).

La ferritina sirve para almacenar el hierro de forma no toxica, depositarlo en forma
segura y transportarlo a las zonas donde se necesite (Heeney y Andrews, 2004). El hierro
puede ser liberado desde la ferritina para satisfacer la demanda metabdlica si los
requerimientos de hierro en el organismo aumentan; ademas, si el hierro almacenado dentro
de la ferritina de los enterocitos no se utiliza, es excretado a través del desprendimiento de
enterocitos al final de su vida Gtil de 3 a 4 dias (Sangkhae y Nemeth, 2018).

La ferritina que no contiene hierro se llama apoferritina, y la forma que contiene
hierro se denomina holoferritina o simplemente ferritina. La concentracion de hierro en el
citoplasma controla la traduccion de ferritina, ya que la expresion de esta proteina aumenta
al elevarse la concentracion intracelular de hierro (Harrison y Arosio, 1996).

1.2.4 Transferrina (Tf) y Receptores de Transferrina (RTf)

La transferrina (Tf) es una glicoproteina que se encuentran en los vertebrados, la
cual se une al hierro y media su transporte a través del plasma sanguineo (Crichton y
Charloteaux-Wauters, 1987). El higado es el sitio principal de sintesis de transferrina, pero
otros tejidos y 6rganos, incluido el cerebro y la retina, también producen transferrina, la
cual tiene una vida media de 8 dias en el suero (Baker y Lindley, 1992; De Domenico y
col., 2008; Hall y col., 2001).
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La transferrina humana es una glicoproteina que consta de una cadena polipeptidica
de 679 aminoacidos, tiene una masa de aproximadamente 80 kDa, y estd compuesta por dos
dominios de 40 kDa, conocidas como lébulo N y 16bulo C, los cuales tienen una homologia
muy alta y estan separados por una secuencia enlazadora corta (Gomme y col., 2005;
Kawabata, 2018). Cada dominio es capaz de unir un ion de hierro férrico (Fe*) y, por lo
tanto, Tf puede tener hasta dos iones Fe3* unidos (Messori y Kratz, 1994; Candelaria y col.,
2021). La afinidad de la transferrina por el Fe** es muy alta a pH 7,4 (constante de
asociacion de 10%° M), pero disminuye progresivamente con la disminucion del pH por
debajo de la neutralidad (Aisen y col., 1978).

Cuando no esta unida al hierro, la transferrina se conoce como apotransferrina (apo-
Tf), y también puede estar unida a un ion férrico (transferrina monoférrica) o dos iones
férricos (holo-transferrina (holo-Tf) o transferrina diférrica) (Daniels y col., 2006;
Kawabata, 2018).

Una vez que el hierro absorbido desde la dieta se libera al torrente sanguineo, se une
en su mayoria a la transferrina (Lane y col., 2013). Cuando se une a la Tf, el Fe3* es soluble
y no reactivo, lo que le permite ingresar al sistema circulatorio (Knovich y col., 2009). El
hierro Fe3* que no se une Tf se denomina hierro no unido a transferrina (NTBI), y puede
causar dafio celular al estar en su forma reactiva (Agarwal, 2007; Chifman y col., 2014).

La apo-transferrina, a pH fisioldgico, se une en la sangre a dos iones de Fe** con
alta eficiencia y los transporta a la superficie celular para su internalizacion a través de la
interaccion con el receptor de transferrina (RTf) (Morgan, 1981; Richardson y col., 2010).

El receptor de transferrina (RTf) es una proteina transportadora holo-Tf, necesaria
para la importacion de hierro a la célula (Cheng y col., 2004). A pH fisioldgico, la
constante de asociacion para la transferrina diférrica y el RTf es 30 veces mayor que para la
transferrina monoférrica y 500 veces mayor que la del apo-transferrina (Ponka y Lok,
1999), siendo esta Ultima union hasta ahora indetectable en muchos tipos de células
(Alvarez-Hernandez y col., 1998), aunque en las células Caco-2 la apo-transferrina si puede
unirse al RTf e internalizarse en vesiculas (Ma y col., 2002).

Los receptores de transferrina (RTf) en humanos estan presentes en la membrana
basolateral del epitelio intestinal y en la mayoria de las membranas de otras células del
cuerpo (Alvarez-Hernandez y col., 1998). Hay dos tipos de receptores de transferrina en
humanos: el receptor de transferrina 1 (RTf1) que se expresa de forma ubicua, se une a Tf
con mayor afinidad y que se regula en respuesta a la concentracion de hierro intracelular, y
el receptor de transferrina 2 (RTf2) que es menos comun, cuya expresion esta restringida a
ciertos tipos de células (predominantemente en los hepatocitos), no se ve afectada por las
concentraciones de hierro intracelular y cuya unién a la transferrina tiene una afinidad 25-
30 veces menor que RTf1 (Lawrence, 1999; Kawabata y col., 1999; Deaglio, 2002). Por lo
tanto, la captacion de hierro mediada por RTf1 es la via principal para la adquisicion de
hierro por la mayoria de las células y especialmente por los eritrocitos en desarrollo
(Candelaria y col., 2021).

RTf1, es una glicoproteina transmembrana tipo Il de 90 kDa que consta de 760
aminoacidos, y se encuentra en la superficie celular como homodimeros (180 kDa) unidos
por dos enlaces disulfuro (Daniels y col., 2006). Cada monémero de RTfl se une a una
molécula de holo-Tf (Candelaria y col., 2021). Un mondémero RTf1 estd compuesto por un
gran dominio C-terminal extracelular (671 aminoacidos) que contiene el sitio de unién de
Tf, un dominio transmembrana (28 aminoacidos) y un dominio N-terminal intracelular (61
aminoéacidos) (Daniels y col., 2006).
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Las bajas concentraciones de hierro celular promueven la expresion de RTf1,
mientras que la expresion de RTF1 disminuye en presencia de exceso de hierro (Kawabata,
2018). En condiciones de deficiencia de hierro intracelular, la expresion de RTF1 esta
regulada a nivel postranscripcional por las proteinas proteina reguladora de hierro (IRP1 e
IRP2), las cuales se unen a los elementos sensibles al hierro (IRES) que se encuentra en la
region no codificante 3' del ARNm del RTf, y una vez que se produce la unién, el ARNm
se estabiliza y se inhibe la degradacion. En presencia de exceso de hierro, las IRPs pierden
sus interacciones con los IRE, lo que resulta en la desestabilizacion y degradacion del
ARNmM de RTf (Yikilmaz y col., 2005; Walden y col., 2006). Por lo tanto, el receptor de
transferrina ayuda a mantener la homeostasis del hierro celular (Macedo y Sousa, 2008).

El complejo formado por la unidn de holo-Tf con el RTf1, se transporta al interior
de la célula en una vesicula a través de la endocitosis mediada por receptor (Lawrence,
1999; Ganz, 2017; Candelaria y col., 2021). Los protones se bombean hacia la vesicula por
una bomba de protones, lo que reduce el pH de la vesicula a alrededor de 5,5, provocando
un cambio conformacional tanto en Tf como en RTf1 que desestabiliza la union de Fe* a
Tf, permitiendo asi que la transferrina libere sus iones de hierro (lacopetta y Morgan, 1983;
Ohgami y col., 2006; Kawabata, 2018). Luego, el hierro liberado se reduce de Fe* a Fe?*
mediante la reductasa férrica STEAP3 (six transmembrane epithelial antigen of prostate 3),
y es transportado fuera de la vesicula hacia el citosol por DMT1 (Andrews, 1999; Tabuchi
y col., 2000), donde puede ingresar al cLIP (Kakhlon y col., 2002) o almacenarse en la
ferritina (Philpott, 2012). Apo-Tf permanece unido al RTf1 mientras estan en la vesicula;
luego, ambos se transportan a través del ciclo endocitico de regreso a la superficie celular,
donde el RTf1 libera a apo-Tf al torrente sangineo, quedando listos para otra ronda de
absorcion de hierro (Alvarez-Hernandez y col., 1998; De Domenico y col., 2008).

1.3 Mecanismos de regulacion de la absorcion de hierro

Se conocen cuatro mecanismos que regulan la absorcion de hierro después de una
exposicion al hierro, con tiempos de respuesta que varian de minutos a dias (Nufiez, 2010).
Estos se describen a continuacion.

1.3.1 Regulacion sistémica

El estado nutricional del hierro, la hipoxia, la inflamacion crénica y la obesidad,
regulan los niveles sistémicos de hierro a través de la secrecion del polipéptido hepcidina
(Hpc) (Herreray col., 2015; Scheers, 2013).

La hepcidina, pequefio péptido de 25 aminoacidos producido en el higado y en el
tejido adiposo, es el regulador clave de los niveles sistémicos de hierro, ya que controla
tanto su absorcidn intestinal como la cantidad de este metal utilizado por macréfagos
(Krause y col., 2000; Park y col, 2000; Hurrell y Egli, 2010). La hepcidina disminuye la
liberacion de hierro desde los enterocitos al torrente sanguineo por medio de su unién con
ferroportina, la cual induce la internalizacion y degradacion de FPN dependiente de
ubiquitina, afectando la salida del hierro celular al torrente sanguineo (Qiao y col., 2012;
Tarifefio-Saldivia y col., 2018). Por lo tanto, el incremento en los niveles de hepcidina
reduce los niveles plasmaticos de hierro y aumenta los niveles de ferritina para el
almacenamiento de este metal (Scheers, 2013; Cediel-Giraldo y col., 2016). La regulacion
sisttmica mediada por hepcidina es lenta, alcanzando los 3—4 dias para observar
variaciones significativas en los niveles de este péptido (Nufez, 2010).
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Se ha observado que los ratones knock-out para el gen de la hepcidina muestran una
marcada sobrecarga de hierro (Nicolas y col., 2002), mientras que los ratones modificados
genéticamente que sobreexpresan hepcidina experimentan mortalidad postnatal debido a
anemia hipocromica microcitica severa asociada con una reduccion dramatica en los
niveles de proteina ferroportina en los macréfagos del bazo, ya que la hepcidina en los
macrofagos induce la internalizacion y la degradacion lisosomal de FPN (Nicolas y col.,
2003; Rivera, 2005; Delaby y col., 2005). En el modelo de células de macréfagos THP-1 in
vitro, la hepcidina también disminuyd significativamente los niveles de proteina
ferroportina (Nemeth, 2004). Sin embargo, aunque se ha observado una disminucion
significativa en la absorcion de hierro tanto en el duodeno de ratones como en las células
Caco-2 después del tratamiento con hepcidina, los mecanismos por los cuales la hepcidina
controla la homeostasis intestinal del hierro son menos claros. El tratamiento con hepcidina
en la linea celular Caco-2 induce una disminucion de la expresion de DMTL, pero no altera
los niveles de FPN, lo que sugiere que la hepcidina podria unirse a la FPN y bloguear su
funcion de salida sin inducir su subsiguiente degradacion (Nemeth, 2004; De Domenico y
col., 2007; Chung y col., 2009).

1.3.2 Regulacion transcripcional

Este tipo de regulacion tiene un tiempo de respuesta de 12—36 horas, y el aumento
en la concentracion de hierro induce la transcripcion de FPN (Zoller y col., 2002). Sin
embargo, se necesitan mas estudios sobre este mecanismo de induccion.

La regulacion transcripcional del gen de la hepcidina es un proceso complejo, que
estd regulado por los niveles de hierro. La expresion de hepcidina aumenta cuando las
reservas corporales de hierro son suficientes, pero también bajo condiciones patologicas
relacionadas con inflamacién cronica (trastornos autoinmunes y obesidad) e infeccion, lo
cual puede contribuir a la mayor prevalencia de deficiencia de hierro en poblaciones con
estas patologias (Hurrell y Egli, 2010; Beck y Coad, 2017). Por otro lado, en condiciones
de hipoxia, cuando los niveles de hierro estan restringidos o cuando es necesario amplificar
el proceso de eritropoyesis, la expresion de hepcidina disminuye y el hierro se libera de los
tejidos a traves de FPN (Scheers, 2013; Tarifefio-Saldivia y col., 2018).

La expresion de DMT1 esta regulada a nivel transcripcional negativamente por
aumentos en la concentracion de hierro y positivamente por agentes pro-inflamatorios y la
hipoxia:

e En células intestinales (Caco-2) la transcripcion del gen FPN y DMT1

disminuye cuando las células se incuban en presencia de cloruro férrico y
aumentan en presencia de desferrioxamina (DFO) (Zoller y col., 2002).

e El aumento de la expresion de agentes proinflamatorios como LPS, las citocinas
TNFa y IFN-y, y el factor de transcripcion NF-xB, inducen la expresion de
DMTL1. La isoforma 1B de DMT1 tiene un elemento sensible a NF-xB en su
region no codificante 57;

e El factor 2 inducible por hipoxia HIF2a, induce la expresion de DMT1-1A y
DcytB, y se degrada en respuesta al ascorbato, hierro y oxigeno (Scheers, 2013).
En un estudio en ratones, se encontrd que tanto la isoforma 1A de DMT1 como
DcytB contienen elementos sensibles a HIF (HRE) en sus respectivos genes
reguladores elementos de respuesta Hif-2a. y la transcripcion mediada por
HIF2a fue inducida por una dieta baja en hierro (Shah y col., 2009). HIF2a
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también induce la expresidn de ferroportina en ratones con deficiencia de hierro
(Taylor y col., 2011).

1.3.3 Regulacion traduccional

Las investigaciones realizadas hasta la fecha indican que la regulacion traduccional
posee un tiempo de respuesta de 1,5—3 horas (Frazer y col., 2003).

En los vertebrados, los niveles celulares de hierro se controlan después de la
transcripcion a través de la actividad de las proteinas reguladoras del hierro (IRPs: Iron
Regulatory Proteins) citosolicas. Estas proteinas se unen a secuencias de ARNm conocidas
como elementos sensibles al hierro (IRE: Iron Responsive Elements) (Aguirre y col., 2005;
Arredondo y Nufez, 2005). El sitio de union a la IRP se produce en las regiones no
codificantes 3' 0 5' (3-UTR o 5-UTR) de los ARNm que codifican las proteinas
involucradas en la captacion, el almacenamiento y el flujo de salida del hierro desde el
enterocito (Eisenstein y Ross, 2003; Wallander y col., 2006; Herrera y col., 2015).

Hay dos formas de IRP, IRP1 e IRP2, ambas son proteinas de unién a ARNm. IRP2
es estructuralmente similar a la IRP1 pero carece del grupo Fe-S (Herrera y col., 2015).
IRP1 es mas importante que IRP2 en la regulacion de la homeostasis de hierro en tejidos
como la grasa marron y el rifion en el raton (Meyron-Holtz y col., 2004).

Dos de las cuatro isoformas de DMTL1 y una de las dos isoformas de ferroportina
contienen la secuencia IRE en sus transcripciones de ARNm; por lo tanto, estan bajo el
control de los IRP (Hubert y Hentze, 2002; Zhang y col., 2009). La ferritina y FPN1A
contienen una secuencia IRE dentro de la region no codificante 5'. En cambio, RTf, DMT1-
1A/IRE(+) y DMTI1-1B/IRE(+) poseen un IRE en la region no codificantes 3'. La
formacion de complejos IRP/IRE en la region 5'-UTR del ARNm inhibe la traduccion del
ARNmM, mientras que la union en la regién 3'-UTR previene la degradacion del ARNm por
las ribonucleasas, promoviendo la traduccion (Campillos y col., 2010).

Las actividades de IRP1 e IRP2 responden a los cambios en el hierro celular a través
de diferentes mecanismos. Cuando los niveles celulares de hierro son bajos, las IRPs se
unen a las secuencias IRE en la region 5-UTR del ARNm de ferritina y FPN1A,
blogueando la traduccién, y se unen también a las secuencias IRE de 3'-UTR del ARNm de
RTfy DMT]1, estabilizando los ARNm, lo que promueve la traduccion de RTfy DMT1 y
aumenta la absorcion del hierro desde la BBM (Scheers, 2013). En condiciones repletas de
hierro, los niveles elevados del cLIP estimulan la degradacion proteasomal de IRP2, lo que
aumenta los niveles de FPN1A y el flujo de hierro al torrente sanguineo (Rouault y Maio,
2020). Ademas, en estas condiciones IRP1 se activa como aconitasa citosolica inactiva para
la union a IRE (Guo vy col., 1995). IRP1 puede regularse por los niveles de hierro, pero
tambien por efectores como el 6xido nitrico, el peroxido de hidrogeno, la hipoxia, y la
fosforilacion (Arredondo y Nufiez, 2005).

En las células intestinales Caco-2 con deficiencia de hierro, se observo un aumento
en los niveles de IRP2 pero no de IRP1 (Scheers y Sandberg, 2014). En ratones con
deficiencia de hierro, la union al ARNm de IRP1 no aumenta a pesar de la activacion de
IRP2 (Meyron-Holtz y col., 2004). Existe evidencia de que los ratones knock-out para el
gen de IRP2 nacen normales, pero en la edad adulta desarrollan un trastorno del
movimiento caracterizado por ataxia, bradicinesia y temblor (LaVaute y col., 2001). En
cambio, los ratones knock-out para el gen de IRP1 son normales con solo una ligera
desregulacién del metabolismo del hierro en el rifién y la grasa marron (Meyron-Holtz y
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col., 2004). Por lo tanto, IRP2 parece dominar la regulacion fisiologica del metabolismo del
hierro, mientras que IRP1 parece predominar en condiciones fisiopatoldgicas (Arredondo y
Nufez, 2005).

1.3.4 Bloqueo de la mucosa

Un aspecto de la regulacion que no se ajusta al periodo de tiempo que tarda en
influir el estado corporal del hierro sobre la absorcion de hierro, es el fendmeno del bloqueo
de la mucosa (Frazer y col., 2003). El blogueo de la mucosa es un mecanismo endocitico de
respuesta rapida que se ha descrito como la capacidad de una dosis inicial de hierro
ingerido para bloquear la absorcion de una segunda dosis, lo cual permite a los enterocitos
modular la absorcion de hierro después de un desafio inicial de este metal para asi evitar el
exceso de su absorcion (Crosby, 1966; Nufiez, 2010).

Se ha reportado que después de un desafio inicial con hierro, la absorciéon de una
segunda dosis de hierro disminuye en aproximadamente un 33 % en comparacion con la
primera dosis, y que el fendmeno del bloqueo de la mucosa tiene un tiempo de respuesta de
45 a 90 minutos, haciéndolo el mecanismo de regulacion mas rapido reportado hasta el
momento (Crosby, 1966; Nufiez, 2010). El efecto de bloqueo puede mantenerse de 3 a 9
horas en las células epiteliales (Frazer y col., 2003).

Diversas hipétesis han sido planteadas acerca de la causalidad del bloqueo de la
mucosa, pues este fendbmeno ha sido evidenciado en numeros experimentos, pero los
mecanismos involucrados no se entienden completamente. La posible causa que ha cobrado
mas fuerza en los ultimos afios es la redistribucion de proteinas transportadoras,
especificamente de DMT1. Se ha informado que la alimentacion de hierro (ambas formas
ionicas) induce la rapida internalizacion de DMT1 en las células epiteliales intestinales,
desde la BBM a las vesiculas del compartimiento intracelular que contienen DMT1 unido
con hierro (Ma y col., 2006b; Nufiez, 2010; Nufez y col, 2010; Ma vy col., 2018) y la
translocacion de Hp y FPN desde la BLM al compartimiento sub-apical (Nufiez y col,
2010; Yeh y col., 2011). Esto traeria como consecuencia una disminucion en la capacidad
de absorcion de hierro. Ademas, se ha probado en una linea de células intestinales (Caco-2)
que la alimentacion con hierro en el medio apical no produce cambios en las tasas de
sintesis o de degradacion de DMT1; por lo tanto, los cambios en los porcentajes de DMT1
presente en cada compartimiento celular probablemente se deban a la presencia continua de
hierro (May col., 2002).

En un estudio reciente se determin0 la cinética de la endocitosis DMT1-1A/IRE(+),
mediante la biotinilacion selectiva de la membrana apical de las células Caco-2, donde se
observé una drastica disminucion de DMT1 en dicha membrana inducida por el desafio de
hierro en el compartimiento apical y su posterior reinsercion (Esparza y col., 2015). En este
estudio, se utilizaron tres formas de hierro, sulfato de amonio ferroso (FAS), ascorbato
ferroso (Fe-Asc), y una fuente de Fe** (Fe-NTA: FeCls y 4cido nitrilotriacético), y las tres
causaron la reubicacion de DMT1 desde la membrana apical hacia dominios intracelulares,
aunque con diferencias cinéticas, como puede observarse en la Figura 1.2. Luego del
desafio de hierro, se observo un retorno de DMT1 a casi los niveles iniciales despueés de: 60
minutos para Fe-NTA, 45 minutos para FAS y 30 minutos para Fe-Asc. Ademas, se
observo una segunda internalizacion de DMT1 después de 60—90 minutos del desafio con
hierro.
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En el duodeno de ratas se estudid, por medio del uso de microscopia confocal, el
efecto que tiene la alimentacion con hierro en la localizacion de DMT1 y FPN1, como se
muestra en la Figura 1.3 (NUfez, 2010). En condiciones de privacion de hierro, DMT1-
1A/IRE(+) se localizé predominantemente en la membrana apical de las microvellosidades,
y se relocalizé drasticamente hasta los dominios basales luego de la alimentacion con hierro
(Figura 1.3A); FPN1 se localizé en el dominio basolateral, pero también se localizé
considerablemente en el dominio apical antes del suministro de hierro, y luego de éste se
dio una reduccion de la FPN1 basolateral sin efecto aparente sobre la FPN1 apical (Figura
1.3B).
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Figura 1.2. Cinética de internalizacion de DMT1-1A/IRE(+) inducida por el desafio de 20 uM de Fe-NTA,
sulfato de amonio ferroso (FAS) o ascorbato ferroso (Fe-Asc). * P < 0,05; ** P < 0,01.
Tomada de Esparza y col. (2015).
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Figura 1.3. Efecto de la alimentacion con 20 mg de FeSO4 sobre la localizacién en el intestino de rata de los
transportadores DMT1 y FPN1. A) DMT1 (rojo), B) FNP1 (verde). El efecto en la relocalizacion celular se
observd luego de 3,5 horas de la alimentacion con hierro.

Tomada de Nufiez, (2010).
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1.4 Potenciadores e inhibidores dietéticos del proceso de absorcion de
hierro

El proceso de absorcion de hierro no solo es fuertemente influenciado por el estado
corporal del hierro, sino también por factores dietéticos que pueden clasificarse como

potenciadores o inhibidores (Benkhedda y col., 2010), y los conocidos hasta ahora se
describen a continuacion.

1.4.1 Potenciadores dietéticos del proceso de absorcion de hierro

e Acido ascorbico (vitamina C o l-ascorbato)
DcytB cataliza la reduccion de hierro férrico a ferroso para estimular la absorcién de
hierro (YYamaji y col., 2001; Sharp y Srai, 2007; Latunde-Dada y col., 2008). Sin embargo,
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esta reduccion también puede producirse por factores dietéticos, siendo el factor mas
importante el acido ascorbico o vitamina C, el cual es un agente reductor de un electron
capaz de reducir Fe®* a Fe?* y evitar la formacion de complejos de hierro insolubles
inclusive en medios con pH mas basicos como el duodeno (Hallberg y col., 1989; Teucher
y col., 2004). Ademas, el &cido ascorbico es un antioxidante primario para las células capaz
de neutralizar muchas especies oxidantes altamente reactivas (Chepda y col., 2001;
Smirnoff, 2018).

La vitamina C es tipicamente abundante en las células de vertebrados y en los
fluidos extracelulares, siendo su concentracion tipica en el plasma humano de individuos no
suplementados de 40 a 60 xM (Lane y col., 2013). Se ha demostrado que la presencia de
acido ascorbico aumenta la captacion de hierro no hemo de forma dependiente de la dosis
in vitro (Han y col., 1995; Kalgaonkar y Lonnerdal, 2008), aumenta la absorcion de hierro
en estudios humanos (Olivares y col., 1997; Lopez y Martos, 2004; Moretti y col., 2006), y
permite superar el efecto negativo sobre la absorcidn de hierro de todos los inhibidores, que
incluyen el fitato, los polifenoles, el calcio y las proteinas en los productos lacteos (Hurrell
y Egli, 2010). Por otro lado, el &cido ascorbico tiene poco efecto sobre la absorcion del
hierro hemo (Villarroel y col., 2011).

A diferencia de la mayoria de los animales, una pequefia proporcion de especies de
vertebrados, incluidos los humanos y otros primates haplorhine, son incapaces de la
sintesis de acido ascorbico y desarrollan escorbuto si se les priva de esta vitamina, que
deben adquirir desde la dieta (alimentos citricos, vegetales de hoja verde oscuro, pimientos,
melones y fresas) (Mandl y col., 2009; Kuiper y Vissers, 2014; Smirnoff, 2018). Esto lleva
a pensar que se requieren mas estudios para confirmar que los hallazgos en ratas se pueden
extrapolar a humanos dado que los roedores sintetizan de forma enddgena el &cido
ascorbico y se ven menos afectados por los inhibidores dietéticos de la absorcién de hierro
que los humanos (Sharp y Srai, 2007; Perfecto y col., 2017).

En un estudio con humanos, cuando se incluyd un vaso de jugo de naranja en un
desayuno, la absorcion de hierro aumento 2,5 veces (Teucher y col., 2004). Un estudio en
mujeres indias mostrdé que cuando el acido ascérbico se agrega a la comida en una relacion
molar al hierro de 2:1 y de 4:1, aumenta la absorcion de hierro en un grupo con IDA (en un
291 % y 350 % respectivamente) y en un grupo control (en un 270 % y 343 %
respectivamente). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la absorcion
de hierro entre los grupos, lo que indic6 que es probable que el efecto potenciador del acido
ascorbico sea independiente del estado del hierro (Thankachan y col., 2008).

Se ha proporcionado evidencia de que el ascorbato incrementd la captacion de
hierro férrico (FeCls) o ferroso (FeSOs) en las células Caco-2 de una manera dependiente
de la concentracion, con una diferencia significativa entre la captacion y la reduccion de
hierro (Glahn y col., 1998; Garcia-Casal y col., 2000; Thumser y col., 2010; Zddl y col.,
2010). El problema de suministrar ascorbato a las células cultivadas se debe a su
autooxidacion, que es particularmente pronunciada si existen iones de metales de transicion
no complejos como iones de cobre o hierro en el cultivo (Chepda y col., 2001; Frikke-
Schmidt y Lykkesfeldt, 2010). Varios investigadores observaron que la peroxidacion
lipidica depende en gran medida de la valencia del hierro, ya que aumenta
significativamente cuando se afiade &cido ascorbico a las células Caco-2 incubadas con
hierro ferroso, y no con hierro o ascorbato solo (Zodl y col., 2010; Courtois y col., 2000).

El efecto a largo plazo del acido ascorbico sobre el estado del hierro en el cuerpo es,
sin embargo, menos claro. En varios estudios, se ha observado que la adicién de altas
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cantidades de acido ascdrbico a las dietas diarias durante un largo periodo no ha logrado
aumentar los niveles de ferritina, aunque las medidas de absorcion de una sola comida han
indicado en los mismos sujetos que el &cido ascdrbico aumenta la absorcion de hierro (Hunt
y col., 1994; Teucher y col., 2004).

e Carnes de res, pescados y aves

La carne de res, de pescado y de las aves de corral, no solo proporcionan hierro
hemo muy biodisponible, sino que también pueden estimular la absorcion de la forma no
hemo (Hallberg y col., 1979; Morris, 1983; Johnson y Walker, 1992). Varios estudios han
reportado que la adicion de carne a una comida a base de cereal resulta en una absorcion de
hierro no hemo aproximadamente 2—3 veces mayor, en comparacion con la misma comida
sin carne, aunque dicha comida contenga inhibidores de la absorcion de hierro o sea
reducida en acido ascorbico (Hurrell y col., 2006; Zijp y col., 2000; Baech y col., 2003;
Bach y col., 2005). Segun los hallazgos del estudio de Zijp y col. (2000), se estimé que 1 g
de carne proporciona un efecto potenciador de la absorcion de hierro similar al de 1 mg de
acido ascorbico (Zijp y col., 2000; Sharmay col., 2003).

El aumento la biodisponibilidad del hierro no hemo debido al consumo de proteinas
de origen muscular se conoce como "factor carnico", pero el componente bioactivo de este
factor atn no se ha identificado (Allen, 1997; Hurrell y col., 2006). La carne puede mejorar
la absorcion de hierro no hemo debido al efecto potenciador de los productos liberados por
digestion de proteinas del tejido muscular sobre la absorcion de hierro, como ciertos
aminoacidos y particularmente los péptidos que contienen cisteina que, como el &cido
ascorbico, podrian reducir el hierro férrico a ferroso y mantenerlo en un complejo soluble
disponible para la absorcion (Villarroel y col., 2011; Dasa y Abera, 2018). La explicacién
mas probable es que los péptidos parcialmente digeridos de las proteinas musculares se
unen al hierro a través de sus residuos de cisteina e histidina para formar complejos que son
solubles y estan disponibles para la absorcion. Por otro lado, debe considerarse que los
glicosaminoglicanos, el componente de carbohidratos en el tejido conectivo del tejido
muscular, tienen cadenas laterales de sulfato y é&cido carboxilico que, cargadas
negativamente, podrian tener propiedades de union al hierro (Hurrell y col., 2006).

Al igual que con el acido ascérbico, ha sido dificil demostrar el efecto potenciador
de la carne en multiples comidas y estudios a largo plazo de la dieta (Hurrell y Egli, 2010).

¢ Alimentos con vitamina A y betacaroteno

La vitamina A y los betacarotenoides pueden mejorar la absorcién de hierro no
hemo (Beck y Coad, 2017). Diferentes estudios muestran que los betacarotenos y la
vitamina A previenen el efecto inhibidor de los fitatos sobre la absorcion de hierro, aunque
el mecanismo no esta dilucidado (Layrissey col., 1997; Walczyk y col., 2003). Un estudio
con 100 personas que recibieron comidas a base de cereales, etiquetadas con *°Fe o *Fe,
determind que la presencia de vitamina A aumentaba la absorcion de hierro hasta en un 200
% para el arroz, 80 % para el trigo y 140 % para el maiz, y que la presencia betacaroteno en
las comidas aumentd la absorcion en mas del 300 % para el arroz y 180 % para el trigo y el
maiz (Garcia-Casal y col., 1998).

La deficiencia de vitamina A, como la deficiencia de hierro, conduce a la anemia.
La vitamina A puede afectar varias etapas del metabolismo del hierro, que incluyen la
eritropoyesis y la liberacion de hierro de las reservas de ferritina. Sin embargo, se ha
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observado que el exceso de vitamina A disminuye significativamente la absorcion de hierro
(Hurrell y Egli, 2010).

1.4.2 Inhibidores dietéticos del proceso de absorcion de hierro

e Antiacidos

Dada la dependencia del proceso de transporte de hierro a través de DMT1 con la
concentracion de protones, el tratamiento con antiacidos interfiere con la absorcion de
hierro ya que disminuye la disponibilidad de protones (Gunshin y col., 1997; Andrews,
2008).

e Zincy cobre

La interaccion entre el hierro, el cobre y el zinc durante el proceso de absorcion de
hierro puede explicarse por la union competitiva a DMT1,; por lo tanto, en teoria, existe una
disminucion de la biodisponibilidad reciproca entre estos microminerales (Gunshin y col.,
1997).

Aunque el Zn?* es un ligando para las isoformas 1A y 1B de hDMT1, solo se
transporta de forma deficiente en relacion con Fe?*; sin embargo, la preferencia por el Fe?*
sobre Zn?* estd mas marcada para hDMT1 que para su homdlogo en ratas (Mackenzie y
col., 2007). Estudios realizados indican que, cuando se ingieren hierro y zinc juntos en
relaciones Zn:Fe mayores a 5:1, la biodisponibilidad del hierro se disminuye hasta en un 56
%, pero este efecto no se observa cuando los metales se ingieren a la misma relacién molar
en una mezcla de alimentos (Whittaker, 1998).

Arredondo 'y Nufez, (2005) midieron los efectos del aumento de las
concentraciones de zinc y cobre en la absorcion de hierro en las células Caco-2, y
demostraron que el cobre y zinc inhiben la captacién de hierro, solos 0 en combinacion en
diferentes proporciones. Cuando los tres metales se administraron juntos (relaciéon molar
%Fe:Cu:Zn de 1:1:1), observaron que la absorcion de hierro se inhibi6 aproximadamente un
40 %, y concluyeron que sus resultados apuntan a un riesgo potencial en la absorcién y
biodisponibilidad de hierro por la presencia de otros minerales en la dieta. Por otro lado,
determinaron que cuando las células se incuban previamente con diferentes concentraciones
de cobre o zinc, la captacion de >°Fe no se inhibe cuando se administra solo hierro, lo cual
significa que la absorcion de hierro es independientemente del estado intracelular de estos
otros metales.

¢ Fitato (hexakisfosfato de mioinositol)

La absorcion de hierro no hemo en humanos se ve afectada negativamente por los
fitatos presentes en los alimentos de origen vegetal (Gunshin y col., 1997; Gaitan y col.,
2011). Durante la digestion, la molécula de fitato puede cargarse negativamente, lo que
indica un potencial para unir iones metalicos cargados positivamente como el hierro (Dasa
y Abera, 2018). Las ratas tienen enzimas fitasas capaces de degradar el acido fitico, lo que
resulta en una mayor absorcion de hierro en condiciones normales (Moslemi y col., 2018).

En las dietas basadas en plantas, el fitato es el principal inhibidor de la absorcion de
hierro. Brune y col. (1989) al examinar a vegetarianos y no vegetarianos, descubrieron que
a largo plazo no habia adaptacion del ribete en cepillo intestinal ante una alta ingesta de
fitato y concluyeron que las reservas de hierro satisfactorias en el grupo vegetariano se
debieron a un alto consumo de acidos organicos como el &cido ascorbico. El efecto
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negativo del fitato sobre la absorcion de hierro depende de la dosis y comienza a
concentraciones muy bajas de 2 a 10 mg/comida (Hallberg y col., 1989; Hurrell y col.,
1992). La relacién molar de fitato a hierro debe ser preferiblemente < 0,4:1 para mejorar
significativamente la absorcion de hierro en comidas a base de legumbres que no contienen
potenciadores de la absorcion de hierro, 0 < 6:1 en comidas compuestas que contienen
acido ascorbico y carne como potenciadores (Hurrell, 2004; Tuntawiroon y col., 1991).

En un estudio con aislados de proteina de soja, la absorcion de hierro aumentd 19
veces cuando la proteina se hidroliz6 ampliamente con enzimas y se degrado el fitato. Los
autores concluyeron que el fitato y un resto relacionado con la proteina contenida en la
fraccion de conglicinina eran los principales inhibidores de la absorcion de hierro en la
proteina de soja (Lynch y col., 1994).

e Compuestos polifendlicos

Los polifenoles como el &cido fitico, los &acidos clorogénicos, los flavonoides
monomeéricos y los productos de polimerizacion de polifenol presentes en la dieta humanay
que son especialmente abundantes en bebidas como café, vino tinto, cacao y los diferentes
tés de hierbas, reducen la absorcion de hierro dependiendo de su cantidad (Hurrell y Eqgli,
2010). Durante la digestion, los compuestos fendlicos de los alimentos o bebidas se liberan
y pueden formar complejos con el hierro en el lumen intestinal, por lo que el hierro no
estaria disponible para su absorcion (Dasa y Abera, 2018).

Tanto la cantidad de polifenoles, asi como el tipo del mismo, influye en la absorcién
de hierro. En un estudio con especias se encontrd que el chile, pero no la circuma, inhibe la
absorcion de hierro, aunque la curcuma contiene mas polifenoles que el chile (Tuntipopipat
y col., 2006). La inhibicion del té negro sobre la absorcidn de hierro se encuentra entre 79 'y
94 %, y el café tiene aproximadamente la mitad del efecto inhibidor del té negro (Dasa y
Abera, 2018). En cantidades comparables, se ha demostrado que los polifenoles del té
negro son mas inhibidores que los polifenoles del té de hierbas y el vino (Hurrell y col.,
1999; Cook y col., 1995). Tuntawiroon y col. (1991) encontraron que una porcion de yod
kratin, una verdura con alto contenido de fenoles, cominmente consumida en Tailandia,
reduce la absorcién de hierro en casi un 90 %. Gaur y Miller (2015) mostraron mediante el
método de digestion in vitro que el té y la leche cuando se toman juntos reducen
significativamente la concentracion de hierro dializable (19,83 + 1,71 % del hierro total en
el tratamiento) (5mM de FeCls) en comparacion con el té o la leche sola (30,8 + 2,03 % y
24,72 £ 3,73 %, respectivamente).

e Proteinas animales

Las proteinas animales, como las proteinas de la leche, las proteinas del huevo y la
albumina inhiben la absorcion de hierro (Monsen y Cook, 1976; Cook y col., 1981).

En un estudio se demostro que la clara de huevo y las dos fracciones principales de
proteinas de la leche bovina, la caseina y el suero, inhiben la absorcion de hierro en
humanos (Hurrell y col., 1989). La caseina contiene por grupos de fosfoserina, que unen
cationes como el hierro con alta afinidad, impidiendo su absorcién (Yeung y col., 2001).
Por otro lado, la a-lactoalbimina se une fuertemente a un ion calcio y tiene otro sitio de
unién que podria unir calcio u otros cationes divalentes, incluido el hierro (Kelleher y col.,
2003). Otra explicacion dada por los investigadores sobre inhibicion observada es que los
niveles de calcio en la leche bovina (altos en el suero) pueden haber tenido efectos
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adicionales sobre la absorcion de hierro (Hurrell y col., 1989). El secuestro de hierro libre
en el lumen intestinal es probablemente importante para proteger al becerro del crecimiento
excesivo de patdgenos bacterianos, y se ha atribuido al alto nivel de calcio de la leche de
vaca (Beck y Coad, 2017). El posible efecto inhibidor del calcio se analiza mas
detalladamente en la siguiente seccion.

1.5 El Calcio en la absorcion de Hierro

El calcio es el mineral mas abundante en el cuerpo, y en el sistema circulatorio,
liquido extracelular, musculo y otros tejidos tiene un rol esencial para mediar la contraccion
y vasodilatacion vascular, la funcion muscular, la coagulacion de la sangre, la transmision
neuromuscular del impulso nervioso, la sefializacion intracelular y la secrecion hormonal
(Institute of Medicine, 2011; Heaney, 2015).

En el adulto casi todo el calcio corporal (98 %) se almacena en el tejido 6seo,
principalmente en forma de cristales de hidroxipatita, y se usa como reservorio y fuente de
calcio para las necesidades metabolicas, manteniendo asi la homeostasis del calcio
(Institute of Medicine, 2011). A diferencia de los dientes, el hueso experimenta una
remodelacion continua, con reabsorcion constante y deposito de calcio en el hueso nuevo,
para cambiar el tamafio de los huesos durante el crecimiento, reparar el dafio, mantener los
niveles de calcio sérico y proporcionar una fuente de otros minerales (\Weaver, 2020).
Apenas el 0,1 % del calcio corporal se halla en el liquido extracelular, donde
aproximadamente el 50 % del calcio sérico total esta unido a proteinas (principalmente
albimina), 10 % esta unido a otros elementos (citrato, fosfato, lactato, heparina,
bicarbonato, sulfato) y 40 % en forma libre o ionizada (Besarab y col., 1981). En las células
eucariotas, la concentracion de calcio citosolico suele estar entre 0,1 y 100 nM, mientras
que la concentracién de calcio extracelular es aproximadamente de 1000 a 10000 veces
mayor (Wang y col., 2005; Milo y Phillips, 2015).

Las dos formas mas comunes de calcio en los suplementos dietéticos son el
carbonato de calcio y el citrato de calcio (Institute of Medicine, 2011). En personas con
niveles bajos de acido estomacal, la tasa de solubilidad del carbonato de calcio es mas baja,
lo que podria reducir la absorcion de calcio desde este suplemento (Weaver y Heaney,
2014); en cambio, el citrato de calcio depende menos del acido estomacal para su
absorcién, pero su biodisponibilidad es menor y es méas costoso (Recker, 1985; Straub,
2007). El porcentaje de calcio absorbido de los suplementos, al igual que el de los
alimentos, depende no solo de la fuente de calcio sino también de la cantidad total de calcio
elemental consumido en una sola vez; a medida que aumenta la cantidad, el porcentaje
absorbido disminuye.

La ingesta adecuada de calcio dietético es importante para garantizar la
mineralizacion 0sea, para la prevencion del raquitismo en los nifios y para la prevencion de
la pérdida 6sea a largo plazo (Jaramillo y col., 2015). Sin embargo, se ha estimado que una
gran proporcion de adolescentes y adultos, especialmente las mujeres, no alcanzan las
recomendaciones dietéticas actuales para el calcio (Harris, 2002; Weaver y Heaney, 2006).
La ingesta dietética diaria recomendada para adultos de 19-70 afios es de 1000 mg/dia, y se
establecio considerando la cantidad necesaria para favorecer el mantenimiento éseo y el
equilibrio neutro del calcio; para los lactantes de 0 a 12 meses, la ingesta recomendada se
establecié segun la ingesta media de calcio en lactantes sanos alimentados con leche
materna, que es de 200-260 mg/dia; para nifios de 1-8 afios, se recomienda ingerir 700-1000
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mg/dia y para los adolescentes esta recomendacion es de 1300 mg/dia (Institute of
Medicine, 2011). Un analisis de la ingesta de calcio en hombres y mujeres de 20 paises
mostrd que, segin el grupo de edad, entre 10—40 % de los hombres y 40—50 % de las
mujeres no consumen su requerimiento diario de calcio (Weaver y Heaney, 2006). Un
andlisis de los datos de 2007-2010 de la Encuesta nacional de examen de salud y nutricion
(NHANES) encontro que 39 % de todas las personas mayores de 4 afios consumen menos
calcio de los alimentos y suplementos que el requerimiento promedio estimado (Wallace y
col., 2014).

La deficiencia de calcio (nivel de calcio sérico inferior a 8,5 mg/dL (o 2,12
mmol/L)) puede reducir la fortaleza de los huesos y provocar osteoporosis, que se
caracteriza por huesos fragiles y un mayor riesgo de caidas (Institute of Medicine, 2011).
La deficiencia de calcio también puede causar que los nifios no alcancen su masa Gsea
maxima genéticamente predeterminada de forma irreversible, lo que puede conducir a la
osteoporosis y al riesgo de fracturas dseas mas adelante en la vida (Benkhedda y col., 2010;
Walczyk y col., 2014). Otro efecto de la deficiencia crdnica de calcio es la osteomalacia, o
mineralizacion 6sea defectuosa y ablandamiento 6seo, que puede ocurrir en adultos y nifios
(Institute of Medicine, 2011). En vista de que la ingesta de calcio se considera importante
para la prevenir pérdida dsea y la osteoporosis, a menudo se recomienda la administracion
de suplementos de calcio con las comidas para mejorar la absorcién de calcio (Mglgaard y
col., 2005; Beck y Coad, 2017).

La hipercalcemia (niveles séricos de calcio superiores a 10,5 mg/dL (o 2,63
mmol/L)), suele ser el resultado de cancer, hiperparatiroidismo primario y otras
condiciones, y puede causar un tono muscular deficiente, insuficiencia renal,
hipofosfatemia, estrefiimiento, nauseas, pérdida de peso, fatiga, poliuria, arritmias cardiacas
y un mayor riesgo de mortalidad por enfermedad cardiovascular (Institute of Medicine,
2011; Weaver, 2020; Asemi y col., 2015).

El calcio de los alimentos y suplementos dietéticos se absorbe por transporte activo
(transcelularmente) y por difusién pasiva (paracelularmente) a través de la mucosa
intestinal (Institute of Medicine, 2011; Weaver y Heaney, 2014; Herrera y col., 2015;
Fullmer, 1992; Pu vy col., 2016). EIl transporte activo, también denominado mecanismo
saturable, representa la mayor parte de la absorcion de calcio cuando su ingesta es baja o
moderada, y ocurre principalmente en el duodeno, donde el receptor intestinal de vitamina
D (VDR) se expresa en la concentracion mas alta (Institute of Medicine, 2011; Weaver y
Heaney, 2014). El transporte transcelular de Ca?* consiste de 3 pasos: (1) entrada apical de
Ca?* a través del transportador de calcio llamado canal de cationes de potencial receptor
transitorio, miembro de la familia vaniloide 6 o0 TRPV6 (transient receptor potential cation
channel, vanilloid family member 6), ubicado en la membrana apical, (2) difusion citosélica
del calcio luego de su union a calbindina-D9k, proteina fijadora de calcio intracelular, y (3)
expulsion del calcio desde la célula al torrente sanguineo a través de la membrana
basolateral por la Ca?*-ATPasa 1b de la membrana plasméatica (PMCA1b, plasma
membrane Ca?*ATPase 1b) (que mueve el calcio en contra de un gradiente de
concentracion) y el intercambiador de Na*/Ca?" (NCX1) (Pérez y col., 2008; Khanal y
Nemere, 2008; Van de Graaf y col., 2004; Van de Graaf y col., 2006; Christakos y col.,
2011; Cai y col., 1993; Johnson y Kumar, 1994). El calcitriol (1,25(OH)2D3, forma activa
de la vitamina D) estimula los pasos individuales del transporte transcelular de calcio, por
lo que esta via de absorcion de calcio también denominada mecanismo de transporte
mediado por vitamina D (Peng y col., 1999). Las moléculas de calcitriol se unen a sus
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receptores (VDR), y el complejo 1,25(0OH).D3-VDR interactia con secuencias de ARNm
especificas que inducen la transcripcion y aumentan los niveles de expresion de TRPVS5,
TRPV®, calbindina-D9k, VDR y PMCA1b (Li y col., 1993; Xue y Fleet, 2009). Por otro
lado, la difusion pasiva, es una via no saturable e independiente de la energia, que implica
el movimiento de calcio a través de uniones estrechas de los enterocitos y depende de los
gradientes electroquimicos luminal:serosal (Pu y col., 2016). La difusién pasiva ocurre mas
facilmente durante las ingestas altas de calcio, es decir, cuando las concentraciones
luminales son altas, y puede ocurrir a lo largo del intestino (Ireland y Fordtran, 1973;
Institute of Medicine, 2011; Weaver y Heaney, 2014). Sin embargo, la permeabilidad de
cada segmento intestinal determina las tasas de difusion pasiva. La mayor difusion de
calcio se produce en el duodeno, el yeyuno y el ileon (Weaver y Heaney, 2006). El
calcitriol regula el transporte paracelular de calcio al suprimir la expresion de claudina 3,
acuaporina 8, cadherina 17 y RhoA, mejorando asi la permeabilidad de las uniones
estrechas (Kutuzova y DelLuca, 2004; Christakos, 2012).

El consumo de suplementos de calcio, asi como de altas concentraciones del este
micronutriente desde la dieta, causan preocupacién debido al posible efecto inhibidor del
calcio sobre la absorcién de hierro hemo y no hemo en humanos, especialmente en los
grupos poblacionales que presentan alteraciones en sus niveles corporales de hierro y/o de
calcio (Roughead y col., 2005; Gaitan y col., 2011; Rios-Castillo y col., 2014; Candia y
col., 2018). Sin embargo, los resultados obtenidos hasta ahora al analizar el efecto del
calcio sobre la absorcion o la biodisponibilidad de hierro han sido contradictorios,
probablemente debido al uso de diferentes compuestos de hierro y calcio, la composicion
de las comidas o suplementos (consumo de hierro y calcio con y sin alimentos), uso de
diferentes técnicas y metodologias de medicién del efecto del calcio, entre otros aspectos.
Esto hace que la interaccion entre el calcio y el hierro sea de particular importancia, ya que
ademas del posible efecto inhibitorio del calcio sobre la absorcion de hierro hemo y no
hemo, estos micronutrientes son esenciales para el normal desarrollo de las funciones
bioldgicas en los seres humanos (Hofer y col., 2008; Cassat y Skaar, 2013; Jaramillo y col.,
2015). Un resumen de las principales investigaciones que han estudiado la interaccion entre
el hierro y el calcio hasta la fecha se presenta a continuacion:

— Chapman y Campbell (1957) alimentaron a 10 ratas anémicas (5 machos y 5
hembras) durante periodos de 10 semanas con dietas formadas por un 80 % de pan, al que
se le afiadio harina de huesos, carbonato de calcio, lactato de calcio, cloruro de calcio,
fosfato disédico o hexametafosfato de sodio comercial. Al final del experimento
descubrieron que cada una de las sales de calcio interfirié con la utilizacion del hierro como
lo reflejaron las reservas de hierro en el higado, la regeneracion de hemoglobina y el
aumento del peso del corazon, y propusieron que el alto nivel de captacion de calcio por los
enterocitos habia generado un "bloqueo de la mucosa" que impedia la captacion de hierro.

— Monsen y Cook (1976) utilizando el método del radioiso6topo dual, evaluaron en 34
sujetos adultos el efecto de agregar calcio y fosforo, en forma de fosfato de calcio
(CaHPO4) y fosfato dipotasico (K2HPO4), sobre la absorcion de hierro no hemo
proveniente de una comida que contenia o no carne de res, y encontraron que la absorcion
se redujo significativamente (62 % y 71 % respectivamente) con la adicion combinada de
calcio y fosfato, pero no encontraron ningun efecto del calcio o del fosforo
individualmente, por lo que sugirieron que al agregar estos metales juntos se forme un
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complejo de calcio-fosfato-hierro que produce el efecto inhibitorio del proceso de
absorcion.

— Barton y col. (1983) demostraron que al afiadir CaCl, a la dieta de ratas con
deficiencia de hierro, el calcio inhibié la absorcion de hierro al retrasar la captacion
intestinal de hierro. Las ratas alimentadas con una dieta rica en calcio y en hierro agotaron
sus reservas de hierro, mientras que las alimentadas con una dieta alta en calcio con un
contenido marginal de hierro desarrollaron anemia por deficiencia de hierro.

— Dawson-Hughes y col. (1986) observaron en mujeres posmenopausicas que
suplementar un desayuno que ya contenia 227 mg de calcio con 500 mg de carbonato de
calcio o hidroxiapatita, redujo la absorcion de hierro no hemo en un 43 % y 46 %,
respectivamente, en comparacion con un desayuno sin suplemento de calcio.

— Deehry col. (1990) en un estudio con 19 mujeres posmenopausicas con estado de
hierro normal, mostraron que la retencion de *°Fe en todo el cuerpo proveniente de una
comida tomada luego de un ayuno nocturno, se redujo significativamente por la ingestion
de 500 mg de calcio como leche (60 %) o como tabletas de citrato-malato de calcio (CCM)
(30 %), pero esta reduccidn no se observé cuando se adiciond jugo de naranja a la comida.
Este indica que cualquier efecto inhibidor del calcio se superd por el alto contenido de
acido citrico y acido ascdrbico del jugo de naranja, potenciadores conocidos de la absorcién
de hierro.

— Cook vy col. (1991) investigaron el efecto de diferentes sales de calcio en la
absorcion de hierro en personas voluntarias con reservas bajas o normales de hierro, y
encontraron que 600 mg de calcio (como citrato o fosfato) tomados con 18 mg de hierro
como FeSOs sin alimentos (solo con agua) o con una hamburguesa, causan una inhibicion
promedio del 44 % (rango 10-65 %) de la absorcion de hierro no hemo cuando se
ingirieron con el estomago vacio; sin embargo, no observaron este efecto cuando el calcio
lo proporcionaron como carbonato, mostrando asi que el tipo de sal de calcio utilizada
puede determinar el efecto inhibidor. Ademas, encontraron un mayor efecto inhibidor del
calcio de las comidas individuales que de las dietas enteras, y sugirieron que posiblemente
en los experimentos de dieta completa, los alimentos residuales en el intestino puedan
moderar el efecto de los inhibidores y potenciadores presentes en partes individuales de la
dieta. Por otro lado, encontraron que el efecto inhibitorio del calcio sobre la absorcién de
hierro se modifica por el estado corporal del hierro, ya que en los voluntarios con reservas
normales de hierro el calcio causé una disminucion en la absorcion de hierro 9 % mayor
que la observada en el grupo de individuos con bajas reservas de hierro.

— Hallberg y col. (1991) mostraron que agregar 165 mg de calcio como leche 0 queso
a panecillos de trigo (que contienen 25 mg de fitato y 10 mg de calcio), reduce la absorcién
de hierro no hemo en un 57 % y 46 %, respectivamente, y que no se observa ningun efecto
inhibidor adicional cuando se agregan mas de 300 mg de calcio por comida. Luego,
Hallberg y col. (1992) afadieron leche (215 mg de calcio) a una hamburguesa (15 mg de
calcio), queso (595 mg de calcio) a una pizza (55 mg de calcio) o un batido de leche (315
mg de calcio) a una hamburguesa (80 mg de calcio), y observaron que esto redujo la
absorcion de hierro no hemo en 63 %, 64 % y 46 %, respectivamente. Posteriormente,
Hallberg y col. (1993) encontraron que 165 mg de cloruro de calcio disminuyeron la
absorcion del hierro hemo en hamburguesas y panecillos de trigo en un 41 % y 48 %,
respectivamente, que es similar a la que obtuvieron para el hierro no hemo. Basados en sus
resultados, estos investigadores propusieron que, debido a que la inhibicion de calcio
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probablemente ocurre en los pasos finales del transporte de hierro desde las células de la
mucosa intestinal al plasma, después de que las dos formas de hierro hayan ingresado en un
grupo comun de hierro celular. Sin embargo, Gaitan y col. (2011b) sefialan que Hallberg y
col. no aislaron el efecto del calcio del de otros componentes de la dieta, porque se
detectaron en estudios de una sola comida.

— Galany col. (1991) no observaron ningun efecto significativo sobre la absorcién de
hierro no hemo cuando se agregaron 150 ml de leche (172 mg de calcio) o 125 g de yogur
(233 mg de calcio) a una comida que contenia carne, queso, papas fritas, zanahorias,
manzana, pan y agua (320 mg de calcio). Sin embargo, posiblemente la ausencia del efecto
inhibitorio del calcio se debidé a la alta concentracion de calcio que tenia la comida
inicialmente, 0 a la presencia de carne capaz de contrarrestar dicho efecto.

— Sokoll y Dawson-Hughes (1992), durante un periodo de 12 semanas, determinaron
que el consumo diario de 1000 mg de carbonato de calcio con las comidas no parece ser
perjudicial para el estado y las reservas de hierro corporal en mujeres sanas
premenopausicas. Sin embargo, todas las mujeres del estudio tenian altas ingestas
autoseleccionadas de &cido ascérbico, el cual pudo haber compensado cualquier efecto
adverso de los suplementos de calcio.

— Gleerup y col. (1993), en un estudio en humanos, encontraron que 340 mg de calcio
(como leche o queso) administrados 2 0 4 h antes de una comida (hamburguesa), no tenia
ningun efecto inhibidor sobre la absorcién de hierro no hemo. Posteriormente, Gleerup y
col. (1995) observaron durante un periodo de 10 dias que 21 mujeres sanas (entre 21-44
afios) absorbieron 30-50 % mas de hierro cuando consumieron la leche o el queso (937 mg
de calcio/dia) por separado de las comidas principales en comparacion con el consumo de
la misma cantidad de calcio cuando se distribuyé de manera uniforme en las 4 comidas.
Concluyeron que una redistribucién de la ingesta diaria de calcio a las comidas que tiene un
contenido menor de hierro mejoraria la nutricion de hierro.

— Wienk y col. (1996) evaluaron la biodisponibilidad de hierro en ratas con
deficiencia de hierro alimentadas con dietas con hierro con 6,2 0 25,0 g de carbonato de
calcio/kg durante 14 dias, encontrando que la dieta alta en calcio redujo significativamente
la retencidn de hierro, la reposicion de hemoglobina y el contenido de hierro en el higado y
el bazo. Los autores sugirieron que una alta ingesta de CaCOsz en ratas con anemia
disminuye la captacion de hierro en el enterocito y/o reduce la exportacién de hierro desde
la membrana basolateral del enterocito al plasma.

— Minihane y Fairweather-Tait (1998), usando is6topos estables y monitoreo fecal,
observaron una reduccion del 70 % en la absorcion de hierro no hemo en un estudio de un
dia con la adicion de 400 mg de calcio como carbonato de calcio en el desayuno, almuerzo
y cena (con comidas que contenian menos de 320 mg de calcio), en comparacion con un dia
en que no se agrego calcio. Sin embargo, también encontraron que el estado del hierro
(hemoglobina, ferritina sérica o receptores de transferrina) no cambié cuando los 400 mg de
calcio se administraron tres veces al dia (1200 mg por dia) durante 6 meses a 24 hombres y
mujeres, en comparacion con el grupo de control no suplementado. Los autores sugieren
que este hallazgo indica que existe una adaptacion fisioldgica a un aumento en la ingesta de
calcio para compensar las variaciones en la absorcién y disponibilidad de hierro.

— Wauben y Atkinson (1999) alimentaron lechones lactantes con un estado de hierro
marginal con una formula liquida fortificada para un grupo con 4,67 g/L de calcio como
fosfato de glicerol de calcio durante dos semanas, y evaluaron la absorcién de hierro
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radiomarcado (*°Fe). Los lechones con la dieta alta en calcio tuvieron una absorcion de
hierro, una retencion de hierro en los 6rganos y un estado corporal de hierro similar a los
lechones que recibieron la formula normal (2,0 g/L de calcio), lo que demuestra que los
lechones se adaptaron a la dieta alta en calcio y el estado del hierro no se vio comprometido
por presencia de altos niveles de calcio. Los autores descubrieron que el alto contenido de
calcio inhibia la union de *°Fe a las vesiculas de la BBM, y que esto era similar en los dos
grupos de lechones, por lo que el calcio de la formula sin fortificar también podria inhibir la
absorcion de hierro.

— Abrams y col. (2001) dieron a nifios de 6 a 9 afios una barra de cereal que contenia
39 0 156 mg de calcio respectivamente, en el desayuno o en la cena de una dieta que
contenia en ~100 mg de acido ascorbico por dia, y no encontraron ninguna influencia del
calcio sobre absorcion de hierro. La ausencia de dicha influencia posiblemente se debi6 al
efecto potenciador de la absorcién de hierro del &cido ascorbico.

— Grinder-Pedersen y col. (2004), en un estudio de 4 dias con 14 mujeres (21-34
afios) con bajas reservas de hierro, no encontraron diferencias significativas en la absorcion
de hierro no hemo (**FeCls) entre una dieta basica con un bajo contenido de calcio (224 mg
de calcio por dia) y la misma dieta suplementada con un vaso de leche servida en cada
comida (826 mg de calcio por dia), con lactato de calcio (802 mg de calcio por dia) o con
un aislado mineral de leche que contiene calcio (801 mg de calcio por dia). Todas las dietas
proporcionaron 13,2 mg de hierro por dia y cada comida contenia menos de 90 mg de
calcio, lo que indica que la ausencia del efecto inhibitorio no se deberia a una concentracion
saturable de calcio. Sin embargo, Hallberg y col. (1991) reportaron que 40 mg como
cloruro de calcio fueron suficientes para reducir la absorcion de hierro.

— Mglgaard y col. (2005) determinaron que la suplementacion diaria por 1 afio con
500 mg calcio tomados en la cena no tuvieron efecto negativo sobre el estado del hierro
(hemoglobina, ferritina sérica y receptores de transferrina) de un grupo de adolescentes
alrededor de la menarquia (12 a 14 afios). Plantean que posiblemente se podria obtener un
mayor potencial de inhibicion del hierro distribuyendo la cantidad total de 500 mg/dia de
calcio entre las comidas diarias. Por otro lado, en este estudio el grupo que recibio el
placebo tenia un estado corporal de hierro menor que el grupo que recibié el suplemento de
calcio; por lo tanto, si el efecto de los potenciadores/inhibidores de la absorcion de hierro es
mas pronunciado cuanto menor sea el estado corporal del hierro, entonces el efecto del
calcio pudo subestimarse en este estudio.

— Rosado y col. (2005) no observaron ningun efecto significativo del calcio sobre la
absorcién de hierro cuando agregaron 250 ml de leche (274 mg de calcio) o 150 g de yogur
(182 mg de calcio) a los desayunos y almuerzos de una dieta a base de plantas, que ya
contenian 218 mg de calcio. Este estudio se realiz6 con un grupo de 48 mujeres mexicanas
(30,9 + 5,7 afos) que habitualmente consumian una dieta basada en plantas, la cuales
fueron asignadas a uno de tres grupos de estudio: 1) consumo de la dieta tipica mexicana
rural, 2) consumo de esa dieta con leche agregada, o 3) consumo de esa dieta con yogur,
durante 13 dias. En este estudio, el alto contenido de fitato de la dieta basada en plantas,
pudo minimizar el efecto del calcio en la biodisponibilidad de hierro.

— Roughead y col. (2005) desarrollaron dos experimentos en humanos para probar
comidas basales con baja biodisponibilidad de hierro y 360 mg de calcio (n=15) o con alta
biodisponibilidad de hierro y 60 mg de calcio (n=12), utilizando el lavado intestinal
completo y el recuento de todo el cuerpo, para medir la absorcion inicial (8 h) y la retencion
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(2 semanas) de hierro hemo (**Fe como hemoglobina de conejo) y no hemo (*°Fe como
FeCls) con y sin un suplemento de calcio (450 mg como citrato). El calcio agregado redujo
el hierro total absorbido de las comidas de baja y alta biodisponibilidad en
aproximadamente 25 % al reducir la captacion inicial de hierro hemo de 49 % a ~40 % en
ambas comidas, sin afectar la transferencia serosa de ninguna de las formas de hierro. El
calcio también redujo la captacion de hierro no hemo de 13 % a 10 %. Un hallazgo
interesante en este estudio fue que la transferencia serosa de las dos formas de hierro fue
diferente, lo cual indicaria que el hierro hemo y no hemo no entraron en un grupo de
absorcion comdn dentro de las 8 h después de ingerir una comida. Los hallazgos de este
estudio no respaldan el mecanismo propuesto por Hallberg y col. (1993) para explicar el
efecto inhibitorio del calcio.

— Benkhedda y col. (2010) evaluaron el efecto de 500 mg de CaCOz sobre la
absorcion de hierro no hemo (FeSOas), utilizando la metodologia de una sola comida
(desayuno con panecillos que contienen 19 mg de calcio) en un grupo de 13 mujeres
premenopausicas con estado marginal de hierro preexistente. Sus resultados muestran que
el calcio redujo la absorcion de hierro en un 53 %. Por otro lado, observaron que la
magnitud del efecto del calcio varié considerablemente entre los participantes, lo que
implica que la preseleccion de los participantes en el estudio no parecio reducir la
variabilidad interindividual en la absorcién de hierro medida. Los autores sugieren que los
factores fisioldgicos o genéticos adicionales, ademas de los niveles de las reservas
corporales de hierro y el tipo de dieta consumida, tienen fuertes influencias en la absorcion
de hierro en individuos con reservas similares de hierro corporal.

— Lonnerdal (2010) incub6 células Caco-2, cultivadas en insertos bicamerales, en el
medio apical con medio sin suero que contenia 1 M de FeSO4 (marcado con °°Fe) junto
con 0 0 100 uM de CaClz, y luego midi6 el hierro en el compartimiento apical y en el
basolateral mediante conteo gamma. Encontré que el calcio no afectd la captacion de
hierro, pero si observé una reduccion significativa en la transferencia basolateral de hierro
cuando las células se expusieron a 100 uM de CaCl, durante 1,5 horas, pero no despues de
4 horas de exposicion, en comparaciéon con las células cultivadas en ausencia de calcio.
Ademas, encontré que después de 1,5 horas la expresion de DMT1 total se redujo
ligeramente (p=0,06) y la expresion de FPN total no se vio afectada, pero la FPN unida a la
superficie disminuyé significativamente, lo que sugiere la reubicacion de la FPN unida a la
membrana en un compartimento intracelular; sin embargo, después de 4 horas, la expresion
de DMTL1 total se incrementd significativamente y la expresion de FPN aumento
ligeramente (p=0,06), con un aumento de FPN en la membrana. Lonnerdal (2010) indica
que sus hallazgos sugieren que el efecto del calcio sobre la absorcion de hierro es de corta
duracién y las células Caco-2 se adaptaron al alto contenido de calcio en unas pocas horas,
lo cual podria explicar por qué los estudios largo plazo animales y humanos no muestran
ningun efecto adverso de la suplementacion con calcio sobre el estado del hierro. En este
trabajo no se indica si las células Caco-2 se mantuvieron o no antes del experimento en
medio de cultivo reducido en hierro, pues si las células permanecieron en medio con
concentraciones regulares de hierro, se podria explicar por qué la captacion de hierro no se
ve intensificada y por qué se redujo el flujo de salida inicia de hierro, ya que el estado
celular de hierro seria normal (Ma y col., 2006b).

— Shawki y Mackenzie (2010) expresaron la isoforma 1A/IRE(+) de DMT1 humano
en ovocitos de Xenopus laevis y examinaron su actividad utilizando ensayos de marcador
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radiactivo para medir la captacion de iones metélicos durante 10 minutos. Encontraron que
DMT1 no mediaba la captacion de “°Ca?* (2 uM o0 100 uM, como CaCly), pero que el calcio
(20 mM) si inhibe la captacion de *>Fe?* (2 uM como FeCls) en un 52 % + 5 % y disminuye
la velocidad méxima de la reaccion (V,,,,) para la captacion especifica de *°Fe?* por DMT1
en un 48 % £ 6 %, sin efecto en la constante de Michaelis-Menten (K,,), lo que indica que
el calcio actuaria como un inhibidor no competitivo del transporte hierro mediado por
DMT1, pero no es sustrato de este transportador.

— Thompson y col. (2010) midieron la formacion de ferritina y examinaron la
expresion y localizacion subcelular de DMT1 y FPN, empleando células Caco-2 luego de
12 dias de cultivo en DMEM con 10 % de suero bovino fetal (SBF) y 1 dia de incubacion
previo a los experimentos con medio sin SBF. Informaron que en las células incubadas
durante 2 horas con calcio (como CaCly) y 30 uM de hierro (como citrato de amonio
férrico), el calcio redujo la formacion de ferritina a aproximadamente la mitad luego de 16—
24 horas de la incubacién, de una manera dependiente de la dosis de calcio, con efectos
significativos solo para concentraciones de CaCl, mayores a 1,25 mM. Los autores también
mostraron una disminucion significativa de los niveles DMT1 en la membrana celular de
las células Caco-2 tratadas durante 4 horas con 2,5 mM de CaCly, con 30 uM de citrato de
amonio férrico o con ambos metales, sin efecto en la expresién celular total de DMT1;
ademas, no observaron diferencias en la expresion de ferroportina total o en la fraccion de
ferroportina correspondiente a la membrana celular para los diferentes tratamientos. Sus
hallazgos apoyan la hipotesis de que el calcio ejerce un efecto inhibitorio en la membrana
apical al disminuir los niveles de DMT1 en la membrana celular. Varios autores (Gaitan y
col., 2011b; Herrera y col., 2015; Beck y Coad, 2017) han sefialado que el efecto inhibidor
observado puede resultar del uso de citrato, que se ha propuesto que es un inhibidor de la
absorcion de hierro en humanos, lo que podrian objetar los resultados obtenidos en este
estudio.

— Gaitan y col. (2011) evaluaron durante 1 hora el efecto del CaCl, sobre la captacion,
flujo de salida y absorcidn neta de hierro no hemo desde una solucion de transporte (50 mM
HEPES, 130 mM NaCl, 1 mM MgSOs, 10 mM KCI, y 0,5 mM CacCl,) con 2 uM de FeCls
(marcado con °°Fe), administrando el calcio en proporciones molares de Ca:Fe de 50:1—
1000:1, en celulas Caco-2 cultivadas en insertos bicamerales en medio IMDM con 10 % de
SBF. Se observd que el calcio no afectd la absorcion neta de hierro no hemo, pero la
captacion de hierro si fue significativamente mayor en relaciones molares de 500:1 y
1000:1 comparada con la captacién del grupo de control, mientras que el flujo de salida de
hierro disminuyd significativamente para la relacion molar de Ca:Fe 1000:1. Debe
considerarse que en esta investigacion el grupo de control se incub6 en una solucion donde
la relacién molar de Ca:Fe era de 50:1; sin embargo, se ha reportado que el calcio ejerce un
efecto inhibitorio sobre la absorcion de hierro con relaciones molares que van desde Ca:Fe
10:1 (Hallberg y col., 1991; Kalgaonkar y Lonnerdal, 2008). Ademas, el medio IMDM
contiene transferrina, lo que podria explicar la mayor captacion de hierro y la disminucién
de su flujo de salida, debido a los flujos de hierro desde el medio basal a la célula mediados
por la transferrina.

— Gaitan y col. (2011b) desarrollaron un estudio en el que participaron 54 mujeres
sanas no embarazadas, y encontraron que cuando 5 mg de hierro (no hemo como sulfato
ferroso y hemo como gl6bulos rojos concentrados de conejos) se consumen junto con dosis
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de calcio entre 200 y 1500 mg (como cloruro de calcio) con el estbmago vacio, el efecto
inhibidor del calcio solo se observé cuando este se ingiere en dosis superiores a 800 mg.

— Walczyk y col. (2014) cuantificaron el efecto inhibidor del calcio (0, 100 y 200
mg/comida como Caz(POa)2) sobre la absorcion de hierro (sulfato ferroso) en nifios con
estados normales de hierro y con anemia por deficiencia de hierro (IDA), a partir de una
bebida a base de caseina/suero, y encontraron que el calcio inhibe de la absorcién de hierro
en los nifios y que su efecto inhibidor se superd facilmente mediante la adicion de acido
ascorbico. Ademas, reportaron que la absorcién de hierro presente en la bebida lactea, sin
agregar calcio ni acido ascérbico, fue 20 % mayor en los nifios con IDA.

— Rios-Castillo y col. (2014) proporcionaron diariamente dias 600 mg de CaCO3
(n=13) o un placebo (n=13) a mujeres sanas durante 34 dias, y encontraron, utilizando
radioisotopos *°Fe y °Fe, que la administracion de suplementos de calcio no produjo
diferencias significativas en la biodisponibilidad de hierro (hemo o no hemo), y sugieren
que el cuerpo puede regular la respuesta de absorcion de hierro, probablemente a través de
una respuesta adaptativa del enterocito.

— Andrews y col. (2014) evaluaron el efecto del calcio sobre el proceso de captacion
de hierro utilizando las células Caco-2, las cuales cultivaron durante 5 dias en DMEM con
10 % de SBF en placas de 6 pocillos. El dia del experimento, las incubaron con hierro (10,
20 0 30 puM) y con CaCl (0, 500 o 1000 pM) durante 24 horas, y luego, determinaron la
captacion de 10 pM de *>Fe por 1 hora en una solucion de transporte (50 mM HEPES, 130
nM NaCl, 1 mM MgSO4, 10 mM KCI), y encontraron que la captacion de *°Fe sélo fue
inhibida significativamente cuando las células fueron preincubadas con 20 o 30 uM de
hierro y 500 uM de CaClz, en comparacion con el grupo de control (células sin CaCl2) que
consistio en células incubadas con DMEM y 10 pM de Fe-NTA (1:2,2 FeCls—
Nitrilotriacético). En el desarrollo experimental de este trabajo, los investigadores
consideraron como grupo de control a las células Caco-2 sin CaCl, incubadas con 10 uM de
Fe-NTA en DMEM. Sin embargo, DMEM contiene 1,8 mM de CaCl, en su composicion,
lo cual implica que el grupo de control en realidad si se incub6 con calcio.

— Hennigar y col. (2016) realizaron un estudio en hombres y mujeres que realizan 9
semanas de entrenamiento militar, durante las cuales les suministraron una barra de
refrigerio fortificada que contenia 1000 mg de calcio o una barra que no contenia calcio dos
veces al dia entre comidas. Encontraron que el estado del hierro disminuyé en ambos
grupos sin diferencias significativas entre ellos, por lo que la disminucién podria deberse
Unicamente al entrenamiento, el cual se ha reportado que se reduce el estado del hierro
corporal (Benkhedda y col., 2010).

— Silva y col. (2017) compararon la absorcion intestinal de hierro (como sulfato
ferroso) y de calcio entre las formulas infantiles a base de soja (con calcio como fosfato
tricalcico y carbonato de calcio) y leche de vaca (con calcio como fosfato de calcio y
carbonato de calcio) en 20 ratas Wistar machos destetadas, y encontraron que en estos
animales la absorcion intestinal de estos metales es similar para ambas formulas. Proponen
que las cantidades similares de hierro absorbidas se deben al alto contenido de &cido
ascorbico y acido citrico de ambas férmulas.

— Candia y col. (2018) estudiaron el efecto de 800 mg de varias sales de calcio
(cloruro de calcio, gluconato de calcio, citrato de calcio, carbonato de calcio, lactato de
calcio, sulfato de calcio y fosfato de calcio) en la biodisponibilidad de 5 mg hierro no hemo
(como FeSOa4) en mujeres en ayunas en edad fértil, encontrando que sélo el citrato de calcio
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disminuy0 la biodisponibilidad del hierro. Concluyeron que la inhibicion de la absorcion de
hierro no hemo en individuos en ayunas depende de la sal de calcio en cuestién y no solo de
la presencia de calcio. Una limitacion del presente estudio es que solo las mujeres en edad
fértil se incluyeron en la muestra del estudio, y las diferencias en el estado del hierro entre
diferentes edades y género de los participantes podrian conducir a diferentes hallazgos.

Los estudios de una sola comida generalmente muestran un efecto inhibidor agudo
del calcio sobre la absorcion de hierro, mientras que la mayoria de los estudios de varias
comidas, con una mayor variedad de alimentos y diversas concentraciones de otros
inhibidores y potenciadores, indican que el calcio solo tiene un efecto limitado sobre la
absorcion de hierro (Sokoll y Dawson-Hughes, 1992; Minihane y Fairweather-Tait, 1998).
Sin embargo, los estudios de una sola comida son una herramienta Gtil para identificar
factores dietéticos que afectan la biodisponibilidad de hierro en humanos y los factores
relacionados con el huésped, como el estado corporal del hierro (Benkhedda y col., 2010).
Por otro lado, el &cido ascorbico y tejido muscular (carnes), principales potenciadores de la
absorcion de hierro, también parecen ser capaces de contrarrestar la naturaleza inhibitoria
del calcio (Cook y col., 1991; Abrams y col., 2001; Mendoza y col., 2004; Grinder-
Pedersen y col., 2004; Walczyk y col., 2014). Esto podria explicar por qué no se observo un
efecto negativo del calcio en el proceso de absorcién de hierro cuando estan presentes estos
potenciadores en las comidas. Debe considerarse ademas que las ratas sintetizan fitasas
(Moslemi y col., 2018) y que los lechones y las ratas sintetizan &cido ascorbico de forma
enddgena (Mahan y col., 2004; Perfecto y col., 2017).

Las investigaciones reportadas hasta ahora dejan en evidencia que no existe
consenso sobre el (los) mecanismo(s) implicado(s) en el efecto inhibitorio de la
suplementacion con calcio sobre el proceso de absorcion de hierro. En gran parte de los
reportes publicados donde se encontr6 un efecto negativo del calcio sobre la
biodisponibilidad de hierro, los investigadores postulan que este efecto se produce por una
“interaccion” entre estos dos minerales en un punto comun para la absorcion de hierro no
hemo y hemo; sin embargo, aln se sigue debatiendo si esta interaccién ocurre durante la
captacion de hierro en la membrana apical o en su exportacién al torrente sanguineo desde
la membrana basolateral de los enterocitos duodenales. Para dilucidar el mecanismo por el
cual el calcio inhibe la biodisponibilidad de hierro, es necesario unificar condiciones
experimentales que permitan comparar las investigaciones desarrolladas en esta area, ya
que las discrepancias encontradas entre los estudios posiblemente se deban, por ejemplo, a
los diferentes tiempos de incubacion, las diferentes sales de hierro y de calcio utilizadas, las
diferentes proporciones molares de Ca:Fe, o las diferentes composiciones de las comidas o
de los medios de cultivo.

1.6 Modelos Matematicos

1.6.1 Modelos Bioldgicos

1.6.1.1 Modelos de estados para representar el transporte mediado por proteinas
En estos modelos, la proteina se considera como la entidad fundamental, y se define
una cantidad N de conformaciones (estados) que debe seguir la proteina para transportar el
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sustrato, mientras que las transiciones entre dichos estados se consideran reacciones de
primer orden y sus constantes de velocidades entre los estados i — j se denota a; ;.

Existen numerosos ejemplos de macromoléculas que se pueden encontrar en un
numero finito de estados discretos, y que mientras desarrollan su funcion en estado
estacionario varian entre dichos estados hasta formar un ciclo (Hill, 1977). Las transiciones
entre los estados pueden involucrar interacciones con ligandos, sustratos, productos o
cambios conformacionales en la macromolécula debido a un cambio en su energia libre.

Para determinar los posibles estados y transiciones que formaran parte del modelo,
es necesario realizar pruebas experimentales que permitan recopilar la informacion
necesaria para cada proteina en particular. Sin embargo, para los transportadores de
membrana, se han descrito modelos genéricos de estados para los diferentes tipos de
transporte, los cuales se presentan en la Figura 1.4.
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Figura 1.4. Diagramas de estados de proteinas transportadoras de membrana: (A) Uniportadoras; (B)
Simportadoras; (C) Antiportadoras. Tomada de (Sproles, 2017).

Para cada conformacion de la proteina, se puede describir su balance de masa
(ecuacion diferencial de primer orden); por ejemplo, para la Figura 1.4 (A), la ecuacion
para P; viene dada por:

dP.
d_t1 = _allz ) P1 + az‘l - Pz_a1‘3 - P1 + a3‘1 - P3 (EcuaCién 11)
ademas, por conservacion de masa, se tiene que la cantidad de proteina total esta dada por:
Pr=P,+P,+P;+P, (Ecuacion 1.2)

En algunos casos las velocidades de cada una de las transiciones se pueden
determinar mediante técnicas experimentales, pero para la mayoria de los casos se realiza
un ajuste de parametros para determinarlas, basandose en ensayos de la actividad de la
proteina (Hilgemanny col., 1992).

1.6.1.2 Modelos biologicos oscilatorios

En biologia las reacciones oscilatorias son muy comunes y suelen producirse por la
realimentacion o feedback de las reacciones que componen cada proceso biologico (Tsai y
col., 2008). Ejemplos simples de modelos de ciclo celular pueden operar como osciladores
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autonomos (Ferrell y col., 2011), donde el bucle de retroalimentacion (negativa o positiva)
de los componentes que interactian en el sistema biologico tiene el potencial de generar
oscilaciones autosostenidas (Tsai y col., 2008; Novak y Tyson, 2008).

En el feedback positivo los productos de la reaccién interactan con los reactantes
de manera de formar mas producto, lo cual produce un aumento en la velocidad de la
reaccion, amplificandose la causa de la reaccion; por lo tanto, el bucle de retroalimentacion
positiva en modelos oscilatorios aumenta la robustez de las oscilaciones en un mayor
numero de condiciones independientemente de los valores de los pardmetros (Gonze y
Hafner, 2010). Por el contrario, en el feedback negativo los productos disminuyen la
velocidad de la reaccién, disminuyendo el efecto de las posibles perturbaciones de los
reactantes (Ball, 1996). Cuando un modelo se combina con un oscilador basado en bucles
de retroalimentacion positiva y negativa entrelazados, el sistema puede ser capaz de
amplificar las oscilaciones sostenidas en el tiempo (Hasty y col., 2002).

La reaccién de Belousov-Zhabotinsky es el sistema de reaccién quimica oscilante
mas estudiado (Gyorgyi y col., 1990). EI modelo propuesto por Ball en 1996 describe este
sistema de reaccion, siendo capaz de exhibir oscilaciones sostenidas en el tiempo, con un
ndmero minimo de componentes que interactian a través de reacciones autocataliticas
gobernadas por un feedback positivo (Ball, 1996). Para producir oscilaciones sostenidas, es
necesario tener un mecanismo competitivo que actle en contra del ciclo autocatalitico
inicial y un mecanismo que retorne los componentes del sistema al punto de inicio, por lo
que el modelo considera inicialmente las siguientes reacciones:

A —B (Ecuacion 1.3)
A+B — 2B (Ecuacién 1.4)

donde la sintesis de B se autocataliza hasta que se agota el suministro de A. Estas
reacciones no generan oscilaciones por si mismas, por lo que Ball (1996) agreg6 en el
modelo una nueva reaccion autocatalitica que compitiese por la utilizacion del compuesto
B:

B+C — 2C (Ecuacion 1.5)

donde C solo se puede producir si B esta disponible. Las reacciones de las ecuaciones 1.3 'y
1.4 produciran el rapido aumento de B si inicialmente se cuenta con A, pero la reaccion
dada por la ecuacion 1.5 producira el decrecimiento de B y el aumento de C, por lo que se
tendra una oscilacion que no se repetird ya que A se agotara en el paso inicial. Para producir
una nueva oscilacion es necesario aumentar la cantidad de A y disminuir la cantidad de C,
para esto Ball (1996) agreg6 una nueva reaccion:

C+A — 24 (Ecuacion 1.6)
donde A solo se puede producir si C estd disponible. De esta manera se vuelve al punto
inicial, cerrando el circulo de reacciones autocataliticas y las oscilaciones se repiten
continuamente. Si inicialmente se tienen los componentes A, B 'y C (si son diferentes de
cero) es posible omitir la reaccion de la ecuacion 1.3, quedando el modelo de Ball como se
muestra en la Figura 1.5.
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Figura 1.5. Diagrama de estados del modelo oscilatorio de Ball.

1.6.2 Modelos Matematicos del Sistema de Absorcion de Hierro

1.6.2.1 Modelos basados en el metabolismo del hierro a nivel sistémico

e Colli y col. (1982) presentaron un modelo matematico del metabolismo del hierro
que comprende los siguientes grupos de hierro dentro del cuerpo: hierro unido a
transferrina en el plasma, hierro en los globulos rojos circulantes y sus precursores de
médula 6sea, hierro en las células de la mucosa, parenquimatosas y reticuloendoteliales. El
modelo se ilustra en la Figura 1.6, donde y;(t),i = 1,2,...,10 se refiere a la cantidad de
hierro, en mg, en el i-ésimo grupo en el momento ¢, y K; = 1,2,...,16, es la velocidad de
transferencia fraccional entre dos grupos de hierro. El circuito principal del modelo es el
ejercido por la eritropoyetina (hormona liberada por el rifion) y consiste en un flujo
unidireccional de hierro que se transfiere del plasma a las células eritroides, donde el hierro
se usa para la sintesis de hemoglobina. Una vez que las células eritroides completan su
proceso de maduracion, ingresan al torrente sanguineo, reapareciendo asi el hierro en los
glébulos rojos circulantes. Las células reticuloendoteliales eliminan la hemoglobina de los
gldbulos rojos al final de su vida Gtil y devuelven el hierro al plasma.
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Figura 1.6. Diagrama de blogues del modelo para el metabolismo del hierro. Los bloques de contorno
delgado representan depdsitos de hierro, mientras que los de contorno grueso representan el mecanismo de
control de la eritropoyesis. Las flechas finas representan flujos de hierro o eritropoyetina, mientras que las
grandes son las sefiales de entrada-salida del mecanismo de control.

Tomado de Colli y col. (1982).
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El modelo también incluye una descripcion de la transferencia de hierro desde la luz
intestinal al plasma (absorcion intestinal) (i), los intercambios de hierro entre el plasma y
las células parenquimatosas, y la perturbacion ejercida cuando un paciente es sometido a un
tratamiento terapéutico como transfusiones de sangre (i;). Este modelo matematico consiste
en un sistema de 11 ecuaciones integro-diferenciales no lineales de tipo retardado, y fue
capaz de predecir el contenido de hierro en los diferentes compartimientos del cuerpo, para
un paciente con anemia hemolitica sometido a repetidas e iguales transfusiones de sangre
seguidas de esplenectomia (extirpacion el bazo)

e Nathanson y col. (1984) desarrollaron un modelo matematico de ocho
compartimientos que describe los procesos fisiologicos de la absorcion intestinal de hierro
de la dieta (Figura 1.7). ElI modelo explica la captacion de hierro en el lumen duodenal,
seguido la transferencia directa de hierro al plasma o de la incorporacion de hierro en un
grupo de almacenamiento de la mucosa intestinal donde la mayor parte de este hierro se
retiene hasta que las células de la mucosa se exfolian en el lumen duodenal al final de su
vida Gtil. Los compartimientos 1-5 describen la absorcion de hierro, y los compartimientos
5-8 describen el intercambio interno del hierro. Este modelo matemético consiste en un
sistema de 8 ecuaciones integro-diferenciales (x;), donde x;(t) es la fraccion de la dosis de
hierro marcado en el compartimento i (i=1,..,8) en el tiempo ¢, r,; es la tasa de
transferencia fraccional de hierro al compartimento i desde el compartimento j. Las dos
salidas del modelo representan el hierro marcado total en el plasma (y; = x5) y el hierro
marcado en todo el cuerpo (y, = ¥ x;). EI modelo fue validado mediante experimentos de
seguimiento con marcadores radioactivos (*°Fe y °Fe) por 2 semanas en tres perros beagle
machos adultos normales.
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Figura 1.7. Modelo de 8 compartimentos de la absorcion de hierro y cinética de hierro en plasma.
Tomada de Nathanson y col. (1984).

e Lao y Kamei (2006) desarrollaron un modelo compartimental (Figura 1.8) para
investigar el mecanismo de la homeostasis del hierro y los trastornos de sobrecarga de
hierro asociados con su desregulacion que, ademas del papel del duodeno, incluye el papel
del higado como sitio clave para la regulacion de la absorcion de hierro. Cada
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compartimento representa la cantidad de hierro asociada con un estado particular (hierro
libre en sangre (NTBI) o unido a la transferrina diférrica (FeTf)) o a su ubicacion (hierro en
los hepatocitos, en los glébulos rojos (RBC) o en los macrofagos). EI modelo consiste en
un sistema de 5 ecuaciones integro-diferenciales no lineales.

Las simulaciones de la anemia y la estimulacion de la eritropoyesis los llevaron a
concluir que Tf-diférrica puede servir como un enlace entre el compartimento eritroide y el
mecanismo regulador de hierro. Ademas, las simulaciones del mecanismo regulador de
hierro revelaron que la IRE de FPN es necesaria para estabilizar los niveles de hierro
intracelular en respuesta a las demandas cambiantes de hierro y permitir una regulacion
adecuada del hierro a traves de la Tf-diférrica.
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Figura 1.8. Diagrama del modelo compartimental.
Tomada de Lao y Kamei (2006).

e Enculescu y col. (2017) construyeron un modelo matematico mecanistico de la
regulacion sistémica del hierro para todo el cuerpo, que incorpora la dindmica de los flujos
de hierro entre los 6rganos, asi como la regulacion del metabolismo del hierro por el
sistema hepcidina/ferroportina. El modelo (Figura 1.9) consta de 20 ecuaciones
diferenciales ordinarias y considera siete compartimientos de hierro: el suero (Fe serum), el
higado (Fe liver), el bazo (Fe spleen), la médula 6sea (Fe bone marrow), los glébulos rojos
(Fe red blood cells), el duodeno (Fe duodenum) y otros 6rganos (other organs) que
representa el contenido de hierro del resto del cuerpo. La concentracion de hierro en el
suero es el eje central, desde donde el hierro puede importarse a varios érganos; ademas, el
hierro también se puede exportar desde los compartimentos periféricos al suero, proceso
regulado por FPN. EI modelo considera la captacion y pérdida de hierro en el duodeno, y la
pérdida de hierro en el compartimento ‘otros 6rganos’, que representa la pérdida por la
descamacion de las células de la piel. Los glébulos rojos reciben hierro del plasma a través
del compartimento de la médula 6sea y entregan hierro a los macrofagos del bazo, que
reciclan el hierro de los glébulos rojos senescentes. Ademas, se incluye la captacién de
hierro por los macréfagos del bazo debido a la eritropoyesis ineficaz.

Los datos utilizados para el ajuste y validacion de este modelo los obtuvieron a
partir de mediciones experimentales de los niveles de hierro en suero, higado, bazo,
duodeno y globulos rojos de ratones macho C57BL (normales o knockout para hepcidina).
A los ratones con 4 a 6 semanas les administraron una dieta normal, que contenia 200 ppm
de hierro, o una dieta alta en hierro que contenia aproximadamente 20000 ppm de hierro.
Después de 4 semanas, expusieron a los ratones a un estimulo inflamatorio, que consistia en
una inyeccion peritoneal de 1 ug de LPS/g de peso corporal, y los sacrificaron 6/18/48
horas después de la inyeccion. EI modelo de Enculescu y col. (2017) reprodujo
cuantitativamente las principales caracteristicas del metabolismo sistémico del hierro y
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predijo con precision la dindmica de la homeostasis del hierro de los ratones bajo distintas

condiciones experimentales (estimulos de LPS en condiciones de sobrecarga o normales de
hierro).
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Figura 1.9. Esquema del modelo que incluye los grupos de hierro, los flujos de hierro y la regulacién de los
niveles sistémicos de hierro por el sistema regulador de hepcidina/ferroportina.
Tomado de Enculescu y col. (2017).

1.6.2.2 Modelos basados en el metabolismo del hierro a nivel celular

e Mackenzie y col. (2005) propusieron un mecanismo cinético representado por un ciclo
formado por ocho estados conformacionales como se muestra en la Figura 1.10, para
describir el transporte de Fe?* y/o H* mediado por DMT1, donde el ciclo 1-2a-5a-6
representa la via de transporte de hierro desacoplada del flujo de protones, y el ciclo 1-6
la via con los flujos de H* y Fe?*" acoplados. Sin embargo, sélo plantearon el
mecanismo, pues no determinaron las constantes ni simularon el modelo propuesto.
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Figura 1.10. Modelo cinético de DMT1.
Tomada de Mackenzie y col. (2005).
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e Salgadoy col. (2010) desarrollaron un modelo matematico para estudiar la dindmica
del almacenamiento y distribucion de hierro en la ferritina y mostrar su relevancia para
controlar el hierro 1abil citosélico (cLIP) durante la absorcion intestinal de hierro. En este
trabajo se establecieron un conjunto de ecuaciones diferenciales considerando expresiones
cinéticas para las principales reacciones, y balances de masa para la ferritina, el hierro y
una poblacion discreta de especies de ferritina definidas por su contenido respectivo de
hierro. EI mecanismo que plantearon para la captacion/liberacion de hierro por ferritina se
muestra en la Figura 1.11. La ferritina secuestra Fe?* del medio externo; Fe?* se oxida a
Fe3* en los sitios cataliticos, seguido por la nucleacion mineral dentro de la cavidad interna
de la ferritina, almacenando asi el hierro como especies insolubles de Fe3*.
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Figura 1.11. Mecanismo propuesto para la captacion/liberacion de hierro por ferritina. (A) El hierro
(Fe) ingresa a través de un poro en la estructura de jaula de la proteina apoferritina (Fny,), formando un
complejo de hierro-ferritina (FeFn,) a través de un proceso reversible. (B) Una serie de reacciones redox
conducen la incorporacion de hierro en el ndcleo mineral de la ferritina (Fn(,,). Después de n pasos de
incorporacion, se obtiene la especie de ferritina Fn,). (C) El hierro se puede liberar desde el nticleo mineral a
través de procesos redox y de transporte. (D) Las moléculas de ferritina también pueden degradarse

proteoliticamente, devolviendo todo su contenido de hierro al cLIP durante este proceso.
Tomada de Salgado y col. (2010).

En este modelo, describieron la reaccion enzimatica global mediante un mecanismo
tipo Michaelis-Menten con procesos de asociacion, disociacion y cataliticos caracterizados
por una constante cinética, kus,, kais Y keae reSpectivamente. kg, /kqis representa la
constante de equilibrio de afinidad de los poros de una jaula de ferritina para Fe?* externo,
Y k.o abarca las tasas de oxidacién, translocacion y precipitacion en los poros. La ferritina,
es modificada por la reaccion al aumentar su contenido de hierro; de esta manera, crearon
una poblacién de diferentes enzimas (jaulas de proteinas de ferritina) con diferentes
contenidos de hierro, pero cada nanojaula conserva su actividad catalitica intacta (k,,, kqis
Y keqt), POrque los poros permanecen desbloqueados a menos que la jaula de proteinas se
llene de 4&tomos de hierro (k.4 = 0).

Los datos experimentales utilizados son los de la distribucion de las jaulas de
ferritina en el gradiente de sacarosa después de cargarse con diferentes contenidos de hierro
respecto a la ferritina (de 300:1 a 1800:1 hierro/ferritina). EI modelo capturd el patron de
distribucion del contenido de hierro en estado estacionario en la ferritina. Los resultados de
las simulaciones obtenidas con este modelo mostraron la alta capacidad y efectividad de la
ferritina para reaccionar rapidamente y controlar los cambios en la cantidad de cLIP,
indicando que la ferritina desempefia el papel de un tampdn de hierro en las células, lo cual
que estd de acuerdo con las observaciones experimentales. EI modelo puede capturar las
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caracteristicas principales de las distribuciones experimentales, validando la viabilidad de
la estructura mecanistica propuesta y los parametros utilizados en este estudio.

e Colins y col. (2017) desarrollaron un modelo matematico mediante un proceso de
regresion simbdlica no lineal (SNLR) basado en un algoritmo de programacion genética
con dos etapas adicionales: una optimizacién de los parametros y el calculo del error de
generalizacion utilizando el método Jackknife, con el objetivo de capturar el efecto a corto
plazo de la exposicion al hierro en la captacion apical y sobre los flujos de absorcion de
hierro en las células Caco-2. El modelo tiene dos variables de entrada (concentracion inicial
de hierro en el medio apical y tiempo) y una variable de salida (captacion apical de hierro).

Este trabajo es el primer reporte de estudios a corto plazo del proceso de captacion
de hierro apical in vitro, en el cual midieron la cantidad de hierro que ingreso a las células
Caco-2 cuando las concentraciones iniciales de hierro (**FeCls—ascorbato a 1:20 mol:mol)
en los medios apicales fueron de 5, 10 y 20 uM, durante 15 minutos después de la
exposicion al metal. Los datos experimentales mostraron un comportamiento no lineal en la
dindmica de captacion apical de hierro, la cual, segin los autores, podria estar asociada a la
interaccion entre el hierro y el transportador DMT1 y a fendmenos como la internalizacion
de los transportadores DMT1 presentes en la membrana apical y el bloqueo de la mucosa.
En este trabajo se demostr6 ademas que, tal como se esperaba, esta compleja dindmica de
captacion apical de hierro no puede ser representada por los mecanismos de Michaelis-
Menten y Hill, ya que estos modelos suponen que cantidad de transportadores DMT1
presentes en la membrana durante el proceso de absorcidén es constante, es decir, no
consideran el bloqueo mucosal.

El mejor modelo generado por el algoritmo GP, luego de eliminar términos
sinosoidales, esta representado por la ecuacion (1.7), donde Apy, representa la captacion de
hierro apical (en pmol/insert), C, corresponde a la concentracién inicial de hierro apical en
UM, t es el tiempo en minutos y B; son los parametros ajustados del modelo. Los resultados
de la simulacidn para la absorcion de hierro para este modelo se muestran en la Figura 1.12.
El modelo obtenido por Colins y col. (2017) utilizando el algoritmo de PG, captura las
principales caracteristicas de los fendmenos bioldgicos observados experimentalmente en
los flujos de absorcion de hierro apical. Este modelo es una funcion del tiempo y la
concentracion inicial de hierro apical, con un componente lineal que captura la tendencia
global del sistema y un componente no lineal (cuadratico- exponencial) asociado al cambio
en la velocidad de absorcion de hierro como resultado de la internalizacion de DMTL.

Apyp(Co,t) = Py Co —sin(Be) -t - Co - (Co + B3 — Ps - t - B5) (Ecuacion 1.7)

e Cegarra y col. (2019) desarrollaron un modelo fenomenolégico basado en una
descripcion de los estados DMTL1 en los enterocitos y su internalizacion, que considera los
principales componentes bioldgicos del proceso de captacion de hierro para representar la
compleja dinamica de éste observada experimentalmente en células Caco-2. EI modelo
llamado “DMT1 swinging-mechanism model” (Figura 1.13) consiste en una representacion
ciclica de cuatro estados del mecanismo cinético DMT1 en la membrana apical (P, — P,),
acoplado con el oscilador de Ball a través del estado P, para representar el comportamiento
oscilatorio de la relocalizacion de DMT1 a dominios intracelulares como la interaccion de
un conjunto de reacciones autocataliticas luego de exponer a las células a un desafio de
hierro (Nufiez, 2010; Esparza y col., 2015). La descripcién de los estados de DMT1 esta
basada en el mecanismo presentado por Mackenzie y col. (2006).
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Figura 1.12. Datos experimentales y simulacion del modelo de Colins y col. (2017). Simulacion del modelo
(curvas) y datos experimentales (circulos) de la captacion apical de hierro después de un desafio de 5 pM
(circulos azules), 10 uM (circulos verdes) o 20 uM (circulos rojos) de hierro en el medio apical de las células
Caco-2. Los circulos corresponden al valor promedio de la muestra y las barras de error indican su desviacion
estandar.
Tomado de Colinsy col. (2017).
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Figura 1.13 DMT1 swinging-mechanism model. DMT1 vacio (P;) esta orientado hacia el lado apical donde
puede unirse a Fe?* (P,), entonces sufre un cambio conformacional (Ps), libera hierro al medio intracelular
(P,) y vuelve a su estado original (P;). DMT1 en el estado P, puede ser endocitada en vesiculas que contienen
hierro (Ps), donde puede cambiar a un estado capaz de liberar hierro de la vesicula al cLIP (P,). (circulo
naranja): concentracion de hierro apical (Fe2fr). (circulo marron): concentracion de hierro en el espacio
intracelular-basolateral (Fe?). Las reacciones autocataliticas de los estados P,, Ps y P, estan representadas por
una flecha moduladora discontinua circular. El hierro extracelular se considera un factor regulador en la
endocitosis, representado como una flecha moduladora discontinua.
Tomada de Cegarray col. (2019).
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En el modelo, P; corresponde a la fraccion de DMT1 en el estado i, y k;j, la
constante cinética asociada a la transicion entre los estados i y j. Los parametros del
modelo propuestos fueron ajustados utilizando los datos experimentales para la captacion
de hierro durante un primer desafio como un conjunto de entrenamiento, y minimizando el
error de generalizacion dado por el error cuadratico medio de Jackknife (MSEj,). Los datos
de captacion de hierro para el segundo desafio los utilizaron para validar el modelo.

Los datos experimentales en la Figura 1.14a muestran que la cantidad de hierro
apical absorbido es mayor durante la primera exposicion al hierro, lo que podrian atribuirse
a la reduccion en la cantidad de DMT1 presente en la membrana apical después de la
exposicion al hierro, como resultado del blogueo de la mucosa sugerido por Nufiez, 2010.
Los resultados de la simulacion indican que el modelo es capaz de representar, tanto
cualitativa como cuantitativamente, la dinamica de la captacion de hierro de acuerdo con
los datos experimentales (Figura 1.14a), capturando la disminucion en la tasa de absorcion
de hierro observada cuando las células se exponen a un segundo desafio de hierro en el
medio apical. Como se observa en la Figura 1.14b, el modelo mantiene a DMT1 endocitado
(Ps + Pg) durante mas tiempo que en la membrana apical, lo cual fortalece la idea de que la
absorcidn de hierro es un proceso altamente controlado. Por lo tanto, el modelo muestra una
buena correlacién con los datos experimentales y es capaz de capturar el fendmeno
regulador del bloqueo de la mucosa.

La simulacién de los flujos de absorcion de hierro y el comportamiento de DMT1 a
lo largo del tiempo dada por el DMT1 swinging-mechanism model, luego de dos desafios de
hierro en el medio apical de las células se muestran en la Figura 1.14.
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Figura 1.14. Simulacién del DMT1 swinging-mechanism model. a: Captacion de hierro apical después del
primer (0-15 min) y segundo (15-30 min) desafio de hierro. (o): el valor promedio de la muestra y las barras
de error indican su desviacion estandar; (—): simulacién de modelo. b: Simulacién del comportamiento del
ciclo endocitico DMT1 durante la absorcion de hierro para el primer (0-15 min) y segundo (15-30 min)
desafio de hierro. (linea naranja): fraccion de DMT1 en la membrana apical (P, + P, + P; + P,); (linea azul):
fraccion de DMT1 en estado endocitado (Ps + Pg).
Tomada de Cegarra y col. (2019).

1.7 Linea Celular Caco-2

La linea de celulas epiteliales cancerigenas Caco-2, provenientes del
adenocarcinoma de colon humano, se ha utilizado ampliamente como modelo in vitro del
epitelio intestinal para predecir la absorcion intestinal de diferentes compuestos y de
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potenciales candidatos a farmacos (Beck y Coad, 2017; Sambuy y col., 2005). Desde 1980,
la linea celular Caco-2 es uno de los modelos de absorcion in vitro mas aceptados para
simular el transporte intestinal de hierro y estudiar los mecanismos asociados con la
regulacion del proceso de absorcién de este metal, ya que es facil de usar, produce
resultados que se correlacionan fuertemente con estudios en animales y humanos, y se
consideran un modelo util para predecir la biodisponibilidad de hierro en humanos (Herrera
y col., 2015; Au y Reddy, 2000; Beck y Coad, 2017; Yuny col., 2004). Por ejemplo, se ha
probado que en las células Caco-2 el aumento de las concentraciones de hierro provoca un
mayor dafio al ADN, como ocurre con las células del cuerpo por la toxicidad que genera la
acumulacién de metales (Srigiridhar y col., 2001; Nufiez y col., 2001).

Las células Caco-2 pueden diferenciarse espontaneamente en monocapas
polarizadas de enterocitos intestinales maduros que poseen propiedades morfologicas y
funcionales similares a las del intestino delgado humano (Alvarez-Hernandez y col., 1991,
Natoli y col., 2012). Las superficies apicales y basolaterales estan separadas por uniones
estrechas, y la membrana apical presenta microvellosidades (Mostov y col., 2003). Estas
células pueden transportar activamente sales biliares, vitaminas, aminoacidos Yy
medicamentos, sintetizar metalotioneina y transportar y metabolizar acidos grasos (Garcia-
Casal y col., 2000), y reportan una alta correlacion con la absorcidn observada en animales
y humanos (Yun y col., 2004; Herrera y col., 2015; Beck y Coad, 2017). Lo anterior ha
permitido en los ultimos afios el desarrollo de nuevos métodos para comprender e
investigar los mecanismos celulares implicados en la absorcion de nutrientes y de farmacos
(Hidalgo y col., 1989; Arredondo y col., 2008; Bricks y col., 2014).

Estas células expresan los componentes que actualmente se sabe que se requieren
para el transporte de hierro no hemo, incluidos DMT1 y FPN (Ma y col., 2002), quienes
median los flujos de hierro bidireccionales entre las membranas apical y basolateral de las
células Caco-2 (Nufiez y col., 2010). Ademas, al igual que en el intestino humano y de
ratas, la expresion de DMTL1 en la BBM aumenta en respuesta a la privacion de hierro (Ma
y col., 2006b; Scheers, 2013). Por otro lado, se ha reportado que en las células Caco-2, la
captacion de hierro apical, la sintesis de ferritina y el transporte transepitelial de hierro
estdn fuertemente regulados dentro de un margen estrecho por las concentraciones
intracelulares de hierro (Tapia y col., 1996).

Con el uso de microscopia confocal, se ha demostrado que DMT1 en células Caco-2
alimentadas con hierro desde la membrana apical, sufre endocitosis y puede detectarse en el
citoplasma apical sobre el nicleo, internalizandose mas del 30 % de DMT1 luego de los
primeros 10 minutos de exposicion al hierro y continuando la internalizacion durante
aproximadamente 40 minutos, después de lo cual parece que se alcanza el equilibrio con
algun retorno de DMT1 al ribete en cepillo de la membrana apical (Ma y col., 2006b;
Esparzay col., 2015).

Se reportado un aumento en los niveles de ferritina en las células Caco-2 en
presencia de hierro hemo y no hemo, lo que sugiere el aumento de las reservas de hierro
dentro de las células (Cermak y col., 1993). Al igual que las células de enterocitos humanos
normales, las células Caco-2 contienen la enzima HO1, cuya actividad puede inducirse
tanto por la presencia de hemo como por metales pesados como el cadmio (Cable y col.,
1993).

La expresion enddgena de DcytB en células Caco-2 es muy baja y por ello en
ausencia de ascorbato absorben un nivel basal de hierro muy bajo. Sin embargo, se ha
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demostrado que la sobreexpresion de DcytB en estas células estimula la captacion de hierro
(Thumser y col., 2010).

Wawer y col. (2014) reportaron que en las células Caco-2, sembradas en placas de 6
pocillos, el promedio de proteina celular es de 0,18 + 0,032 mg/cm? de area de cultivo, y
que la concentracion promedio de ferritina en células no expuestas a ningn tratamiento
con hierro es de 3,8 £ 0,7 ng/mg de proteina total. La Tabla 1.1 resume las principales
caracteristicas del cultivo celular de Caco-2.

Si bien los estudios en modelos animales y humanos permiten evaluar de manera
mas precisa los mecanismos de absorcion de diferentes compuestos y farmacos, estos
estudios demandan una gran cantidad de compuestos para desarrollar los experimentos,
necesitan de una amplia infraestructura y requieren el seguimiento de lineamientos éticos
debido a que el objeto de estudio son organismos vivos (Joyce y col., 1987). Ademas, en el
caso de la absorcion de hierro, estos modelos no permitirian correlacionar inequivocamente
la concentracion de otro metal divalente en el medio extracelular con la absorcion de hierro,
debido a la diversidad de especies y las diferencias intrinsecas entre los sujetos (Tapia y
col., 1996). Por ello, es fundamental el uso de una linea celular que represente poblaciones
celulares homogéneas y cuyas condiciones de cultivo puedan regularse estrictamente.

Considerando lo expuesto anteriormente, en este trabajo se usaran las células Caco-
2 para el estudio de los mecanismos de la absorcion de hierro y la evaluacion del efecto a
corto plazo del calcio sobre este proceso.

Tabla 1.1. Caracteristicas del cultivo de células Caco-2.

Parametro Valor Unidad

Altura celular (Hidalgo y col., 1989) 29,6 pm
Diametro celular (Hidalgo y col., 1989) 6,2 pum
Volumen del medio apical (Colins y col., 2017) 200 pL
Volumen del medio celular y basolateral (Colins y col., 2017) 1000 pL
Volumen de la monocapa (Colins y col., 2017) 1,67 pL
Area total del enterocito, calculada asumiendo forma cilindrica 636.93 um?
(Cegarray col., 2019)

1.8 Objetivos
1.8.1 Objetivo general

Estudiar el efecto de la ausencia y/o presencia de calcio en el movimiento de los
transportadores DMT1-1A/IRE(+) y FPN1A durante la captacion de hierro no hemo en las
células Caco-2, utilizando una combinacion de métodos experimentales y modelamiento
matematico que permitan describir y caracterizar este movimiento. Adicionalmente se
analizara el efecto que tiene un desafio de hierro en el estado de hierro intracelular para las
células Caco-2, cuando se realiza en presencia 0 ausencia de calcio extracelular, y se
validara el modelo generado a partir de informacion experimental.
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1.8.2 Objetivos especificos

1) Analizar el efecto que tiene un desafio de hierro no hemo en el estado de hierro
intracelular (cLIP) para las células Caco-2, cuando dicho desafio se realiza en presencia
0 ausencia de calcio extracelular.

2) Caracterizar experimentalmente el movimiento de los transportadores DMT1-
1A/IRE(+) y FPN1A en las células Caco-2 a corto plazo, inducido por la presencia o en
ausencia de:

i. Hierro no hemo extracelular,
ii. Calcio extracelular.

3) Plantear un modelo matematico que permita describir el movimiento de DMT1-
1A/IRE(+) y FPN1A en las células Caco-2 asociado al proceso de captacion de hierro
no hemo, en presencia y ausencia de calcio extracelular.

4) Validar el modelo generado a partir de un conjunto de datos experimentales diferente al
utilizado en la construccion del modelo matematico.

1.9 Resumen de los principales resultados
La memoria de esta tesis se ha organizado segun el siguiente esquema:

Capitulo 2: Efecto del calcio extracelular en el estado del hierro labil citosolico de las
celulas Caco-2, cuando estas se someten a un desafio de hierro no hemo

Los resultados del capitulo 2 responden al objetivo especifico 1. En este capitulo, se
investiga el efecto del calcio intracelular y extracelular en la captacién de hierro no hemo
de las células Caco-2, segun lo determinado por la extincién de la fluorescencia de la
calceina. Se encontr6 que el calcio extracelular inhibe la captacion de hierro por las células
Caco-2 de una manera dependiente de la concentracion. La quelacion del calcio intracelular
con BAPTA no afectd la captacion de hierro, lo que indica que el efecto inhibidor del
calcio no se ejerce a traves de la sefializacion del calcio intracelular. Los estudios cinéticos
realizados proporcionaron evidencia de que el calcio actia como un inhibidor reversible no
competitivo de la actividad de transporte de hierro mediada por DMT1. Con base en estos
resultados experimentales, se desarroll6 un modelo matematico que considera la dindmica
de la inhibicion no competitiva utilizando un mecanismo de cuatro estados para describir el
efecto inhibidor del calcio sobre el proceso de transporte de hierro mediado por DMT1 en
las células intestinales. EI modelo predice con precision la dindmica de extinciéon de la
fluorescencia de calceina observada experimentalmente después de un desafio con hierro.
Por lo tanto, la estructura del modelo propuesto es capaz de representar el efecto inhibitorio
del calcio extracelular sobre la entrada de hierro mediada por DMTL1 en el grupo de hierro
labil citosolico de las células Caco-2. Teniendo en cuenta el rango de concentraciones de
calcio que pueden inhibir la absorcion de hierro, se discute la posible inhibicion del calcio
en la dieta sobre la absorcion intestinal de hierro.

Capitulo 3: Caracterizacion experimental de la relocalizacion de los transportadores
DMTL1 y FPN en las células Caco-2, inducida por la presencia o ausencia en el medio
extracelular de hierro no hemo y/o calcio

Los resultados del capitulo 3 responden al objetivo especifico 2. En este capitulo se
utilizan células Caco-2 polarizadas para estudiar a través de microscopia confocal el
movimiento de DMT1-EGFP y FPN- TagRFP entre compartimentos celulares en funcion
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del suministro de hierro en presencia de diferentes concentraciones de calcio, luego de que
las células se sometieran a un ayuno de hierro. Mientras mayor fue la concentracion de
calcio extracelular a la cual se expusieron las celulas, mayor fue la reubicacion de DMT1
en los dominios basales; en cambio, al reducir al minimo esta concentracion de calcio, la
concentracion apical de DMT1 aumenté significativamente. Ademas, se encontré que los
cambios en la localizacion de FPN inducidos por las concentraciones de calcio extracelular
no fueron significativos. Cuando las células se expusieron a hierro, se indujo una
relocalizacién de DMT1 a los compartimientos intracelulares, pero esta relocalizacion fue
mas rapida cuando la concentracion de Ca®* extracelular era de 10 M en comparacion con
3 mM. Los resultados realizados indican por primera vez que el ciclo endocitico del
transportador DMT1 en las células Caco-2 polarizadas esta determinado no so6lo por la
presencia de hierro en el compartimiento apical, sino también por la concentraciéon de
calcio en ese compartimiento. Las diferentes dindmicas de relocalizacion de DMT1
observadas en funcion de las concentraciones de Ca?* y de Fe?* en el compartimiento apical
de las células Caco-2 polarizadas cultivadas en insertos, dejan en evidencia que
efectivamente el efecto inhibidor del calcio sobre la captacion de hierro se ejerce sobre
DMT1, alterando no solo la ubicacién de este transportador en la célula segin la
concentracion de calcio extracelular, sino también su capacidad de transporte de hierro
desde el medio extracelular hacia los compartimientos intracelulares.

Capitulo 4: Planteamiento de un modelado matematico para describir el movimiento
de DMT1 en la membrana apical de las células Caco-2 debido al efecto inhibitorio del
calcio sobre el proceso de captacién de hierro no hemo

Los resultados del capitulo 4 responden a los objetivos especificos 3 y 4. En este
capitulo se proponen tres modelos fenomenol6gicos para describir el movimiento de
DMT1-1A/IRE(+) en las células Caco-2 asociado a los cambios en la concentracion de
calcio extracelular en el medio apical y al proceso de captacion de hierro no hemo. El
modelo A sélo consider6 un estado para representar la fraccion de DMTL1 endocitada y
unida a Ca®*, pero no logré representar los datos experimentales de la dindmica de DMT1
en la membrana apical cuando Unicamente varia la concentracion de Ca?* extracelular. El
modelo B acopla dos osciladores de Ball para representar el comportamiento oscilatorio de
la internalizacion de DMT1, cuando esta o no unida a Ca®*, y aunque fue capaz de estimar
la fraccion de DMT1 en la membrana apical, varios de los parametros obtenidos del ajuste
son negativos. El modelo C ademas de acoplar los dos osciladores de Ball como el modelo
B, incorpord un nuevo estado de DMTL1 en la membrana apical que representa la fraccion
de este transportador unida tanto a hierro como a calcio. Los parametros del modelo C para
todos los casos son positivos y se identificaron como significativos. EI modelo C planteado
reprodujo cualitativa y cuantitativamente las principales caracteristicas de la variacion de la
concentracion de DMT1 en la membrana apical observada experimentalmente luego de
modificar la concentracion de calcio en el compartimiento apical de los insertos de las
células Caco-2, con o sin la presencia de 10 uM de FAS. Para mejorar la prediccion del
modelo C en el caso donde las concentraciones de hierro y calcio en el medio apical de los
insertos eran de 0 uM de FAS y 3 mM de CaCly, se forz6 para que durante los primeros 3
minutos, solo llevara a cabo la endocitosis de DMT1, y para que entre los minutos 3y 11
solo permitiera el retorno de DMT1 a la membrana, con lo cual se logré mejorar el
coeficiente de determinacion de R? = 0,7455 a R? = 0,9523 para el conjunto de
entrenamiento del caso sefialado.
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Capitulo 5: Conclusiones Generales
En el capitulo 5 se presentan las conclusiones generales de la presente Tesis
Doctoral, poniendo en perspectiva el impacto disciplinar de los resultados obtenidos.
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labil citosolico de las células Caco-2, cuando estas se someten a
un desafio de hierro no hemo

Titulo del articulo: Calcium is a non-competitive inhibitor of DMT1 on the intestinal iron
absorption process: empirical evidence and mathematical modeling analysis.

Autores: Layimar Cegarral?®", Pabla Aguirre®, Marco T. Nufez®, Ziomara P.
Gerdtzen?>45, J. Cristian Salgado?

! Laboratory of Process Modeling and Distributed Computing, Department of Chemical Engineering,
Biotechnology and Materials, University of Chile, Santiago, Chile, 2 Mammalian Cell Culture Laboratory,
Department of Chemical Engineering, Biotechnology and Materials, University of Chile, Santiago, Chile, 3
Centre for Biotechnology and Bioengineering, University of Chile, Santiago, Chile, # Center of Interventional
Medicine for Precision and Advanced Cellular Therapy, Santiago, Chile, 5 Millennium Nucleus Marine
Agronomy of Seaweed Holobionts, ¢ Iron and Biology of Aging Laboratory, Department of Biology, Faculty
of Sciences, University of Chile, Santiago, Chile

Aceptado en: American Journal of Physiology-Cell Physiology

Resumen

El hierro y el calcio son metales esenciales para el desarrollo humano y su sobrecarga o
deficiencia estd relacionada con diversas enfermedades. La absorcion de hierro es un
proceso complejo y altamente controlado en el que DMT1 transporta hierro no hemo a
través del ribete en cepillo de la membrana apical de los enterocitos hasta el citoplasma,
pero no transporta metales alcalinotérreos como el calcio. Se ha propuesto que altas
concentraciones de calcio en la dieta podrian reducir la biodisponibilidad del hierro; sin
embargo, se desconocen las dosis de calcio que afectarian dicha biodisponibilidad y los
mecanismos por los que el calcio podria ejercer un efecto inhibidor sobre la absorcion de
hierro. En este capitulo, se investiga el efecto del calcio intracelular y extracelular en la
captacion de hierro no hemo de las células Caco-2, segun lo determinado por la extincion
de la fluorescencia de la calceina. Se encontr6 que el calcio extracelular inhibe la captacién
de hierro por las células Caco-2 de una manera dependiente de la concentracion. La
quelacion del calcio intracelular con BAPTA no afectd la captacion de hierro, lo que indica
que el efecto inhibidor del calcio no se ejerce a través de la sefializacion del calcio
intracelular. Los estudios cinéticos realizados proporcionaron evidencia de que el calcio
actla como un inhibidor reversible no competitivo de la actividad de transporte de hierro
mediada por DMTL1. Con base en estos resultados experimentales, se desarroll6 un modelo
matematico que considera la dindmica de la inhibicion no competitiva utilizando un
mecanismo de cuatro estados para describir el efecto inhibidor del calcio sobre el proceso
de transporte de hierro mediado por DMTL1 en las células intestinales. EI modelo predice
con precision la dinamica de extincion de la fluorescencia de calceina observada
experimentalmente después de un desafio con hierro. Por lo tanto, la estructura del modelo
propuesto es capaz de representar el efecto inhibitorio del calcio extracelular sobre la
entrada de hierro mediada por DMT1 en el grupo de hierro labil citosélico de las células
Caco-2. Teniendo en cuenta el rango de concentraciones de calcio que pueden inhibir la
absorcion de hierro, se discute la posible inhibicidn del calcio en la dieta sobre la absorcién
intestinal de hierro.
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2.1 Introduccion

El hierro (Fe) y el calcio (Ca) son micronutrientes esenciales para el crecimiento y
el normal desarrollo de las funciones biologicas de los seres humanos (Hofer y col., 2008;
Cassat y Skaar, 2013; Jaramillo y col., 2015). Una ingesta adecuada de calcio en la dieta es
importante para garantizar la mineralizacion 6sea, la prevencion del raquitismo en los nifios
y de la pérdida dsea relacionada con la edad, la contraccién muscular, el impulso nervioso,
la regulacién de los latidos del corazén y el equilibrio de liquidos dentro de las células
(Weaver y Heaney, 2006; Jaramillo y col., 2015; Piste y col., 2013). Por otro lado, el
suministro adecuado de hierro en la dieta es fundamental para las funciones celulares y
enzimaticas normales, ya que se requiere para el transporte de oxigeno a los tejidos (por
medio de la hemoglobina en los eritrocitos y la mioglobina en los miocitos), el
metabolismo oxidativo, la sintesis de ADN, la funcidon inmune, la respiracion celular
(Thumser y col., 2010; Scheers, 2013; Lane y col., 2013; Chifman y col., 2014), y actla
como un cofactor crucial para funciones cerebrales importantes, incluida la plasticidad
sinaptica, la sintesis de mielina y el metabolismo de los neurotransmisores (Nnah y
Wessling-Resnick, 2018; Liu y col., 2019). Durante la produccion de ATP, el hierro
desempefia un papel indispensable ya que actia como cofactor para los citocromos y los
complejos de hierro-azufre de la cadena oxidativa (Lill y col., 2012). Sin embargo, se ha
estimado que una gran parte de la poblacion no consume la cantidad recomendada de calcio
(1000 mg/dia) ni de hierro (18 mg/dia) (Harris, 2002; Institute of Medicine (US), 2011,
Institute of Medicine (US), 2001).

Los grupos poblacionales en los cuales los requisitos de hierro y de calcio son
especialmente altos son: bebés, nifios, adolescentes, mujeres en edad fértil y embarazadas
(Kochanowski y McMahan, 1990; Gleerup y col., 1995; Dasa y Abera, 2018). Ingestas
inadecuadas de estos minerales pueden producir consecuencias negativas para la salud,
como anemia y osteoporosis (Benkhedda y col., 2010; Candia y col., 2018).

Una alternativa para prevenir la deficiencia de hierro y aumentar la ingesta de calcio
seria el desarrollo de un suplemento que contenga ambos micronutrientes (Mglgaard y col.,
2005; Herrera'y col., 2015). Pero el consumo de suplementos con alto contenido de calcio o
altas concentraciones de este micronutriente de la dieta podria afectar la biodisponibilidad
del hierro, ya que existe evidencia que sugiere un efecto inhibidor de dosis bajas de calcio
sobre la absorcién de hierro en humanos (Roughead vy col., 2005; Deehr y col., 1990; Cook
y col., 1991; Gleerup y col., 1995; Minihane y Fairweather-Tait, 1998; Candia y col.,
2018), animales (Kochanowski y McMahan, 1990; Wienk y col., 1996; Wauben vy
Atkinson, 1999; Silva y col., 2017), asi como en células Caco-2 y ovocitos de Xenopus
(Shawki y Mackenzie, 2010; Lonnerdal, 2010; Thompson y col., 2010). El efecto
inhibitorio observado del calcio es preocupante, ya que los grupos de poblacion en los que
se recomienda el uso de suplementos de calcio son los mismos grupos que estan en riesgo
de deficiencia de hierro (Grinder-Pedersen y col., 2004; Hurrell y Egli, 2010) y con la
suplementacion o en una dieta rica en calcio, las concentraciones de calcio luminal
intestinal alcanzan periédicamente el rango milimolar (Shawki y Mackenzie, 2010).

Sin embargo, las investigaciones realizadas hasta ahora para analizar el efecto del
calcio sobre la absorcion de hierro han presentado resultados contradictorios entre si. Los
inconsistentes resultados observados en los indicadores del estado del hierro durante el
proceso de absorcion de hierro en presencia de calcio pueden explicarse por diversos
factores (Minihane y Fairweather-Tait, 1998; Monsen y Cook, 1976; McKie y col., 2000).
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En estudios con humanos, se debe considerar que las comidas pueden contener
potenciadores de la absorcidn de hierro (como la carne o el &cido ascérbico) que pueden
ayudar a superar el efecto inhibidor del calcio, o inhibidores de la absorcién de hierro
(como el fitato) que pueden provocar el efecto inhibitorio asociado al calcio (Cook y col.,
1991; Grinder-Pedersen y col., 2004; Abrams y col., 2001; Mendoza y col., 2004; Walczyk
y col., 2014). Ademas, al analizar los resultados de los estudios en animales, se debe tener
en cuenta que los roedores y lechones sintetizan acido ascérbico de forma enddgena y, por
lo tanto, se ven menos afectados por los inhibidores de la absorcion de hierro de la dieta
que los humanos (Sharp y Srai, 2007; Perfecto y col., 2017).

Se desconoce el mecanismo por el cual el calcio podria ejercer un efecto inhibidor
sobre la absorcion de hierro. Algunos investigadores sugieren que el hierro hemo y el hierro
no hemo forman una reserva comun de hierro en el enterocito y que el calcio ejerce sus
efectos antagonicos al disminuir la transferencia de hierro al plasma a través de la
membrana basolateral del enterocito, induciendo la relocalizacion transitoria de la
ferroportina (FPN) en una ubicacion intracelular (Lonnerdal, 2010). Otros proponen que el
efecto inhibidor del calcio tiene lugar durante la fase inicial de captacion de hierro, por
modulacion alostérica del Transportador de Metal Divalente 1 (DMT1), a través de una
inhibicién no competitiva (Shawki y Mackenzie, 2010; Hallberg y col., 1993) o por
modificacion de la expresion y localizacién de DMT1 (Roughead y col., 2005; Thompson y
col., 2010; Hurrell y Egli, 2010), lo que reduce la captacién inicial de hierro en el
enterocito. Por lo tanto, los esfuerzos dirigidos a comprender como el calcio puede afectar
la absorcion de hierro y si este efecto altera los niveles de hierro intracelular son de gran
relevancia, ya que una mejor comprension de esta interaccion calcio-hierro permitira el
desarrollo de estrategias mas efectivas para la formulacién de suplementos y la fortificacion
de alimentos.

El mecanismo cinético basico para la inhibicion no competitiva de una enzima se
puede representar como un ciclo formado por un nimero finito de estados discretos (\VVoet y
Voet, 2010; Blat, 2010; Bhagavan y Ha, 2015). Las transiciones entre estados pueden estar
asociadas con interacciones con sustratos, productos, inhibidores o cambios
conformacionales (Hill, 1977). En este capitulo se propone un modelo basado en estados
que tiene en cuenta los principales componentes bioldgicos del sistema de transporte de
hierro, con el fin de estudiar el efecto inhibitorio del calcio sobre el proceso de absorcion
intestinal de hierro en células Caco-2. El modelo considera un mecanismo de cuatro estados
para describir el sistema de transporte DMT1 para capturar la dindmica de fluorescencia de
calceina observada. Experimentalmente, se encontrd que el calcio media la inhibicion de la
captacion de hierro de manera reversible. Ademas, se demostrd que el efecto inhibitorio del
calcio no se ejerce a través de la sefializacion intracelular. Los resultados de la simulacién
del modelo propuesto muestran que el efecto del calcio en DMT1 es consistente con una
modulacion alostérica.

2.2 Materiales y Métodos
2.2.1 Cultivo de células

La linea celular de carcinoma de colon humano (Caco-2) [HTB-37, American Type
Culture Collection (ATCC), Rockville, MD] se utilizO como modelo de enterocitos
intestinales para este estudio. Las células Caco-2 forman una monocapa altamente
diferenciada y polarizada, que expresa transportadores de nutrientes como DMT1 y FPN,
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enzimas, uniones estrechas y microvellosidades, por lo que presenta caracteristicas
semejantes a las de los enterocitos intestinales maduros, (Ma y col., 2002; Beck y Coad,
2017; Sambuy vy col., 2005). Estas células permiten el estudio de los mecanismos de
absorcion intestinal, independientemente de la matriz alimentaria, y los resultados
obtenidos en este sistema modelo estan en buena concordancia con la absorcion observada
en animales y humanos (Herrera y col., 2015; Yun y col., 2004). Es por ello que en la lista
de métodos aceptados por la Food and Drug Administration de Estados Unidos (FDA) para
determinar la clase de permeabilidad de un farmaco y predecir su absorcion, aparece este
modelo (Department of Health and Human Services y col., 2017). En un estado de
privacion de hierro, DMT1 se puede encontrar principalmente en el ribete en cepillo de la
membrana apical de ratas, humanos y células Caco-2 (Scheers, 2013; Ma y col., 2006b).

Las células Caco-2 se cultivaron en DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium,
Gibco™) suplementado con 7 g/L de NaHCOg, suero bovino fetal (SBF, HyClone™) al 10
% v/v y solucién antibidtica (penicilina-G) y antifungica (estreptomicina) (Pen/Strep,
Gibco™) al 1 % v/v. El medio se esterilizo por filtracion con membrana con tamafio de
poro de 0.22 um y se guardo6 a 4 °C. Las células se mantuvieron a 37 °C en una incubadora
con 5% de CO2 y 95% de aire. EI medio de cultivo fue reemplazado cada dos dias. Para
limitar la variabilidad de los experimentos, el rango del nimero de pasajes celulares
utilizados se mantuvo por debajo de 15.

2.2.2 Fuente de hierro

En todos los experimentos se usé sulfato de amonio ferroso (FAS, Sigma-Aldrich®)
como fuente de hierro ferroso, una forma de hierro inorgénico que se emplea ampliamente
en programas clinicos y de suplementos de hierro (Esparza y col., 2015). El sulfato ferroso
es soluble tanto a pH neutro como gastrico, mientras que los compuestos de hierro
utilizados en la fortificacion de alimentos como el fosfato de amonio ferroso y el
pirofosfato férrico (FPP) son poco solubles a pH neutro (Walczyk y col., 2003).

Dado que no se requiere una reduccién previa, FAS esta directamente disponible
para ser captado por las células Caco-2, lo que elimina la necesidad de usar &cido ascorbico
para reducir el hierro férrico (Fe3*) a ferroso (Fe?*) (Teucher y col., 2004; Hallberg y col.,
1993), lo que podria tener un efecto en los resultados experimentales, ya que se ha
demostrado que el acido ascérbico reduce el efecto negativo de los inhibidores durante la
absorcion de hierro, incluido el efecto del calcio (Hurrell y Egli, 2010).

En los experimentos realizados en este trabajo, las células se expusieron a FAS
durante aproximadamente 30 minutos, un periodo de tiempo en el cual no se espera que se
produzca oxidacion de hierro ferroso (Fe?*) a férrico (Fe*), ya que se ha reportado para
diferentes lineas celulares que las células pueden exponerse a FAS en medios libres de
suero durante méas de dos horas sin oxidacion significativa de Fe?* a Fe®* (Deb y col., 2009;
Aron y col., 2017; Spangler y col., 2016). La solucion de FAS se preparé inmediatamente
antes de su uso, con agua recien hervida para reducir el contenido de oxigeno de la
solucion, y se mantuvo en un tubo cerrado para limitar la exposicion al oxigeno
(Montalbetti y col., 2015). Ademas, no se observé ningin cambio en el color de los medios
expuestos a FAS, lo que también seria una indicacion de la oxidacion del hierro (Park y
col., 2019; Alorabi y col., 2019).
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Para preparar la solucion de FAS, se tom6 una pequefa cantidad de FAS (menor a
0,1 g), se determind su masa, y luego se calculdo el nimero de moles presentes,
considerando que el peso molecular del FAS es de 392,1 g/mol, utilizando la Ecuacion 2.1:

1mol
392,1g

Luego, FAS se disolvio en el volumen apropiado de agua recién hervida (para
reducir la concentracion de oxigeno) hasta alcanzar la concentracion de FAS deseada, y se
mantuvo en un recipiente sellado para limitar la exposicion al oxigeno. Por ejemplo, para
preparar una solucion concentrada de 200 uM de FAS, el volumen de agua necesario viene
dado por:

Nmotes = FAS (g) - (Ecuacion 2.1)

1000uL y
vhgumwmmm(ﬂL)::nmows'iaaﬁﬁi (Ecuacion 2.2)

2.2.3 Fuente de calcio

El cloruro de calcio (CaCl,, Winkler Ltda), una sal de calcio cominmente presente
en los medios de cultivo celular, se utiliz6 como fuente de Ca?*. Esta sal inorganica, muy
utilizada en la industria alimentaria, es altamente disociada en el tracto gastrointestinal
(Kalgaonkar y Lonnerdal, 2008; Gaitan y col., 2011). Por lo tanto, se espera que el mayor
efecto del Ca?* sobre la captacion de Fe?* se observe en este entorno experimental.

En el disefio experimental propuesto, se evalud si la ingesta dietética recomendada
por el Instituto de Medicina (EE. UU.) de hierro (18 mg/dia) (Institute of Medicine (US),
2001) y calcio (1000 mg/dia) (Institute of Medicine (US), 2011), equivalente a una relacion
masica de calcio:hierro de aproximadamente 56:1, suministrada en una sola comida, podria
afectar negativamente la captacion de hierro. Para ello se utiliz6 10 uM de FAS y se redujo
la concentracion de Ca?* del medio MEM de 1,8 mM a 1,5 mM suplementandolo con 0,3
mM de EGTA, para lograr la relacién masica indicada anteriormente (seccién A.1.2 de
Anexos).

Se ha informado que la eliminacion completa del Ca?* del medio de cultivo
extracelular origina una rapida caida de la resistencia epitelial en las células Caco-2, debido
principalmente a la pérdida de las uniones estrechas (Ma y col., 2000). Sin embargo,
muchas lineas celulares pueden mantenerse en cultivo con bajas concentraciones de calcio
(10 a 50 pM), con conservacion de la viabilidad celular y caracteristicas de proliferacion
(Gigout y col., 2005; Davies y col., 2008; Fujisaki y col., 2018). Considerando esto, se
establecio 10 uM de Ca?* como la concentracion de calcio mas baja para este sistema
experimental, obtenido utilizando medio MEM suplementado con 1,9 mM de EGTA
(seccion A.1.1 de Anexos).

El proceso de absorcion de calcio es el resultado de dos procesos, el transporte
activo que tiene lugar predominantemente en el duodeno y el yeyuno superior, y la difusion
pasiva, que tiene lugar en el yeyuno distal y el ileon (Weaver y Heaney, 2006; Herrera y
col., 2015). A medida que aumenta la ingesta de calcio, el transporte activo se satura y la
difusion pasiva se convierte en el mecanismo predominante de absorcion de calcio (Pu y
col., 2016; Guéguen y Pointillart, 2000). Sin embargo, se esperaria que esto ocurra a
concentraciones superiores a 12 mM (Phoaubon y col., 2021). Considerando esto, para
evaluar el impacto que tendria en la captacion de hierro duplicar la concentracion de calcio
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recomendada, se complementd el medio MEM con Ca®* hasta una concentracion final de 3
mM (seccién A.1.3 de Anexos).

2.2.4 Entrada de hierro en el grupo de hierro labil citoplasmatico

Se utilizé un ensayo de fluorescencia basado en el fluor6foro sensible a los metales
calceina para rastrear la entrada de hierro en el grupo de hierro 1abil citosélico (cLIP).

La Calceina-AM (Invitrogen-Life Technologies™) no fluorescente es captada por
las células como ésteres e hidrolizada por las esterasas intracelulares a calceina, una sonda
con fluorescencia verde, que reside dentro de las células con muy poca fuga siempre que se
mantenga la integridad celular (Brown y col., 2004; San Martin y col., 2008). La Calceina-
AM se deriva de una calceina en la que los cuatro hidrogenos del grupo carboxilo se
sustituyen por grupos (acetiloxi)metoxi y los hidrégenos de los dos grupos hidroxilo se
sustituyen por grupos acetilo (Braut-Boucher y col., 1995; Miles y col., 2015).

La calceina no se une a los iones Ca?* 0 Mg?* a pH fisioldgico y la concentracion
citosolica de los metales a los cuales la calceina es sensible (Ni?*, Co?*, Cu?*, Fe?*, Fe3*y
Mn?*) es relativamente baja (Brown y col., 2004). Por lo tanto, la extincién de la
fluorescencia de calceina en presencia de una fuente extracelular de hierro se puede utilizar
para detectar dinamicamente la entrada de hierro en el grupo de hierro labil citosélico
(cLIP) (Kakhlon y Cabantchik, 2002; Garrick y col., 2003; Breuer y col., 2008). La
calceina en el citosol no es permeable a los compartimentos celulares limitados por
membrana; por lo tanto, la extincion de la fluorescencia de la calceina proporciona una
medida de la entrada de hierro en el grupo de hierro 1abil citosélico (cLIP), pero no de la
entrada de hierro en el grupo de hierro labil celular total (Tenopoulou y col., 2007). Sin
embargo, después de ingresar a través de la membrana de ribete de cepillo (BBM) del
enterocito, la mayor parte del hierro primero se convierte en parte del cLIP antes de
almacenarse en ferritina o transferirse al torrente sanguineo por FPN (Andrews, 2008;
Brown y col., 2004); ademas, se ha observado que el cLIP de las células aumenta
dindmicamente en respuesta a un desafio de hierro. Por esta razon, la extincion de la
fluorescencia de la calceina se considera una medida relativa del contenido de hierro celular
total, ya que cLIP puede usarse como marcador de este contenido (Kakhlon y Cabantchik,
2002; Arredondo y Nufez, 2005). Teniendo esto en cuenta, el cLIP se utilizd6 como un
indicador indirecto de la absorciéon de hierro celular después de que las células fueran
desafiadas con hierro (10 uM de FAS), utilizando calceina como reportero, para analizar el
efecto de este desafio de hierro cuando las concentraciones de calcio extracelular son 10
uM, 1,5 mM o 3 mM de CaCl..

Para determinar entrada de hierro en el cLIP a través de la medicion de la
fluorescencia de calceina, se utilizé la metodologia descrita a continuacion:

1. Se sembraron las células Caco-2 en placas de 24 pocillos (Falcon®) a una densidad
de 15.000 células por pocillo y se cultivaron durante 7-8 dias en DMEM con SBF al
10%, con cambio de medio cada 2 dias.

2. 24 horas antes de realizar los experimentos, las células se incubaron en MEM sin
rojo fenol (Thermo Fisher Scientific) con SBF al 2%, para maximizar la ubicacion
de DMT1 en la membrana apical.

3. Luego de retirar el medio de cultivo, se cargo Calceina-AM a una concentracion de
1 uM durante 15 minutos a 37 °C en MEM sin rojo fenol con 10 uM de CaCl». Se
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us6 MEM con 10 uM de CaCl, para aislar cualquier efecto del calcio extracelular en
la dinamica de internalizacion de la calceina.

4. Después de la carga, las células se lavaron dos veces con PBS (Thermo Fisher
Scientific) para remover la calceina no internalizada, y se afiadieron a los pocillos
190 pL de MEM sin rojo fenol, suplementados con 10 pM, 1,5 mM o0 3 mM de
cloruro de CaCl,. Las mediciones de fluorescencia se obtuvieron a 37 °C en un
Fluorébmetro de Microplacas Fluoroskan™  (Fluoroskan Ascent®), usando
longitudes de onda de excitacion y emision de 485 nm y 528 nm, respectivamente.

5. Después de registrar durante 3 minutos la fluorescencia basal, se afiadio sulfato de
amonio ferroso (FAS) a cada pocillo a una concentraciéon final de 10 uM y se
midieron los cambios en la fluorescencia de la calceina durante los siguientes 30
minutos.

6. Se realizaron experimentos para cada condicion experimental, con n = 12 pocillos y
tiempo de medicion cada 33,6 segundos para utilizarlos como el conjunto de
entrenamiento del modelo (61 observaciones experimentales por pocillo), y con n =
8 pocillos y tiempo de medicion cada 25,3 segundos para utilizarlos como el
conjunto de prueba del modelo (63 observaciones experimentales por pocillo). Los
valores se expresan como medicion de fluorescencia (F) menos la media de la linea
de base de fluorescencia antes de la exposicion al hierro (F0), calculada como (F-
FO).

2.2.5 Entrada de hierro en el grupo de hierro l1abil citosélico después de la quelacion del
calcio intracelular

Con el fin de determinar, a través de la medicion del decaimiento de la fluorescencia
de la calceina, si el efecto inhibidor del calcio sobre la captacion de hierro se ejerce a través
de la sefalizacion intracelular de calcio, se utiliz6é BAPTA-AM (Invitrogen-Molecular
Probes™) para el agotamiento del Ca?* intracelular en las células Caco-2.

BAPTA que es un quelante altamente selectivo de las reservas intracelulares de Ca?*
y su union a metales es menos sensible al pH comparado con EDTA y EGTA (Zhu vy col.,
2005; Bozymy col., 2010; Cajnko y col., 2015). BAPTA no puede formar complejos con el
grupo de hierro 1abil citosolico y, por lo tanto, no disminuye la fluorescencia intracelular de
la calceina (Berchner-Pfannschmidt y col., 2004). BAPTA-AM es un permeante celular
derivado del éster acetoximetilico de BAPTA, en el que los hidrégenos del grupo carboxilo
de BAPTA han sido sustituidos por grupos (acetiloxi)metoxi, dando como resultado una
molécula sin carga que puede penetrar las membranas celulares (Wie y col., 2001; Bozym y
col., 2010; Cajnko y col., 2015). Dentro de la célula, estos grupos se escinden por actividad
de esterasas no especificas, quedando BAPTA en su forma libre.

Para quelar el calcio intracelular de las células Caco-2 y posteriormente determinar
de la fluorescencia de calceina, se siguid la siguiente metodologia:

1. Las ceélulas Caco-2 se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 15.000
células por pocillo y se cultivaron durante 7-8 dias en DMEM con SBF al 10 %, con
un cambio de medio cada 2 dias.

2. 24 horas antes de realizar los experimentos, las células se privaron de hierro
incubandolas en MEM sin rojo fenol con SBF al 2%.
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3. Después de 24 horas en medio bajo en hierro, las células se lavaron dos veces con
PBS y BAPTA-AM se cargd a una concentracion final de 20 uM durante 30
minutos a 37 °C en MEM sin rojo de fenol con 10 uM de CaCl..

4. Una vez quelado el calcio intracelular, se retir6 el medio, se cargo la Calceina-AM y
se midio su fluorescencia como se describio en la seccion anterior desde el numeral
4, con el mismo numero de repeticiones para cada condicion experimental
considerada.

2.2.6 Capacidad amortiguadora de BAPTA después de la elevacion de la concentracion
de calcio citosolico con Tapsigargina

La tapsigargina (TAP, Calbiochem®) es un inhibidor altamente selectivo de la Ca?*-
ATPasa del reticulo sarcoendoplasmico (SERCA) que agota las reservas de Ca?
intracelular a través de una transferencia neta de Ca?* desde el reticulo sarcoendoplasmico
al citosol y, por lo tanto, eleva la concentracion de Ca?* intracelular (\Vostal y Shafer, 1996;
Yoshida y col., 2006; Nakano y col., 2006; Bozym y col., 2011). Ademas, el agotamiento
de las reservas de Ca®* activa un proceso llamado entrada de Ca®* capacitativa (CCE), en el
cual se estimula el influjo de Ca?* desde el medio extracelular a través de los canales de
calcio de la membrana plasmatica (Nakano y col., 2006; Putney y col., 2001).

El éster Fluo-3-AM (Invitrogen-Molecular Probes™), una forma permeable a las
células de Fluo-3, cuya fluorescencia aumenta en presencia de Ca?* libre (Cui y col., 2015;
Jia'y col., 2021), se utilizd como indicador de la concentracion de Ca?* intracelular ([Ca?*];)
de las células Caco-2. ElI aumento de la intensidad de la fluorescencia de Fluo-3 es
proporcional al aumento del calcio intracelular (Estrada y col., 2005). Para atenuar el Ca®*
citosélico, las células se cargaron con BAPTA-AM antes de la estimulacion con TAP
(Yoshiday col., 2006; Maloney vy col., 1999).

La evaluacion de la capacidad de BAPTA de quelar el Ca?* citosélico, luego de
elevar su concentraciéon utilizando TAP, se realizé siguiendo la metodologia descrita a
continuacion:

1. Las células Caco-2 se sembraron en placas de 48 pocillos (Corning Costar®) a una
densidad de 7.000 células por pocillo y se cultivaron durante 7-8 dias en DMEM
suplementado con SBF al 10 %, con un cambio de medio cada 2 dias.

2. 24 horas antes de los experimentos, las células se incubaron en DMEM con SBF al
2%. Luego de estas 24 horas, las células se lavaron con PBS para eliminar el suero.

3. Fluo-3-AM se cargo en la oscuridad a una concentracion final de 10 xA, con o sin
BAPTA-AM a concentracion de 20 uM. Fluo-3 se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente en MEM sin rojo fenol con 10 uM de CaClo.

4. Después de la carga de Fluo-3, las células se lavaron dos veces con PBS y se afiadid
a los pocillos MEM (sin rojo fenol) con 10 xM, 1,5 mM o 3 mM de CaCl,, seguido
de un periodo de recuperacion de 10 minutos en la oscuridad a 37 °C para permitir
la desesterificacion del colorante.

5. Las mediciones de fluorescencia se obtuvieron a 37 °C utilizando un lector de
placas Synergy 2 (BioTek®), usando longitudes de onda de excitacion y emision de
485 nmy 516 nm, respectivamente.

6. Luego de registrar la lectura de fluorescencia basal durante 5 minutos, se afiadio
tapsigargina a cada pocillo a una concentracion final de 5 uM, y los cambios en la
intensidad de fluorescencia de Fluo-3 se monitorearon durante 15 minutos. Las
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celulas cargadas con Fluo-3, con o sin BAPTA-AM, en las que no se afiadio
tapsigargina, se utilizaron como grupo de control. Cada condicion experimental se
realiz6 por tetraplicado. Los valores se expresan como la intensidad de la
fluorescencia de Fluo-3 (F) en relacién con el promedio de las primeras cuatro
mediciones de fluorescencia basal (F0), calculados como F/FO.

2.2.7 Entrada de hierro en grupo de hierro labil citosélico después de la preincubacion
con calcio

Cuando la inhibicion es reversible, el efecto de un inhibidor se puede revertir al
disminuir la concentracion del inhibidor.

Para estudiar la reversibilidad de los efectos del calcio extracelular, se utilizd la
siguiente metodologia:

1. Se sembraron y cultivaron las células Caco-2 en placas de 24 pocillos, y se cargé la
Calceina-AM como se describi6 en las secciones anteriores.

2. Luego de realizar la carga de la calceina, las células se lavaron dos veces con PBS y
luego se incubaron durante 10 minutos en MEM sin rojo fenol, suplementado con
10 uM, 1,5 mM o 3 mM de CaClo.

3. Después de la preincubacion con calcio, las células se lavaron rapidamente 2 veces
con PBS vy se afiadi6 a los pocillos MEM sin rojo fenol con 10 uM de CaCly,
seguido de un periodo de recuperacion de 10 minutos.

4. Las mediciones de fluorescencia se obtuvieron a 37 °C en un lector de placas
Synergy 2 (BioTek®), usando longitudes de onda de excitacion y emision de 485
nmy 528 nm, respectivamente. Después de tomar la lectura de fluorescencia basal
durante 3 minutos, se afiadié FAS a una concentracion final de 10 uM y se continud
con la medicion de la fluorescencia de calceina durante aproximadamente 30
minutos.

5. En cada conjunto de experimentos se realizaron experimentos de control positivo y
negativo de la inhibicién de la captacién de hierro mediada por calcio. En cada
grupo de control, se omitio el paso de lavado después de la preincubacion y se
afiadié 10 uM de FAS en presencia de 10 uM de CaCl; para el control negativo, o
en presencia de 1,5 mM o 3 mM de CaCl; para los controles positivos. Se realizaron
experimentos para cada condicion experimental con n = 4, y con n = 2 para cada
control.

2.2.8 Andlisis estadistico

Los datos se presentan como media + desviacion estandar (D.E.) de un nimero
dado de experimentos independientes. La significacion estadistica entre los datos
observados en dos condiciones experimentales (grupos) se determind mediante la prueba t
de Student de dos colas (Markowski y Markowski, 1990; Guo y Yuan, 2015). Se utiliz6 la
prueba de Kolmogorov-Smirnov para dos muestras para probar si dos grupos diferentes
provienen de la misma distribucion (hipétesis nula) o no (hipdtesis alternativa) (Steele y
Chaseling, 2006; Smirnov, 1939; Facchinetti, 2009; Knuth, 1997). Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas en todas las pruebas con un valor de p < 0,05.
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2.3 Resultados y Discusion

2.3.1 Inhibicién de la entrada de hierro grupo de hierro labil citosolico (cLIP) por el
calcio

Se investigd el efecto de aumentar las concentraciones de calcio extracelular (10
UM, 1,5 mM o 3 mM de Ca?*) en el cLIP de células Caco-2 desafiadas con 10 uM de FAS,
utilizando calceina como sensor para la entrada de hierro en el cLIP.

Antes de la adicion de FAS, la extincion de la calceina era inferior al 5 % de la
fluorescencia inicial, incluso cuando la concentracion de Ca?* intracelular se quelaba con
BAPTA (Figura 2.1, (A) y (B), la adicién de FAS se indica con la flecha). Esto demuestra
que se mantiene la integridad de la membrana celular y que las concentraciones de Ca%
extracelular utilizadas no provocaron una disminucién de la fluorescencia de la calceina. La
adicion de 10 uM de FAS resultd en el decaimiento de la fluorescencia de la calceina, lo
que indica la entrada de hierro en el cLIP. Sin embargo, el decaimiento de la fluorescencia
exhibié una dinamica diferente segun la concentracion de calcio utilizada.

Como se muestra en la Figura 2.1, el decaimiento de la fluorescencia de la calceina
en respuesta a un desafio con hierro es mas pronunciado cuando la concentracion de Ca?
extracelular es de 10 uM, y la magnitud de este decaimiento a lo largo del experimento
depende de la concentracion de calcio utilizada. Por lo tanto, estos datos muestran que el
calcio extracelular inhibe efectivamente la entrada de hierro en el cLIP de las células Caco-
2 de manera dependiente de la concentracion.

l FAS 3mM Ca + BAPTA 1 J‘ FAS 3mM Ca+ BAPTA
—+— 3mM Ca ] —+— 3mM Ca
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Figura 2.1. Registros de fluorescencia de extincién de calceina inducida por 10 uM de FAS, cuando la
concentracion de calcio extracelular era de 10 uM (lineas moradas, A y ¢), 1,5 mM (lineas azules, my «€) 0
3 mM (lineas verdes, » y ») de Ca®*. La carga de calceina se realiz6 en MEM sin rojo fenol, reduciendo la
concentracion de este medio a 10 uM de CaCl, con EGTA. Los valores se expresan como F-FO0, donde F es la
medida de la fluorescencia y FO es la media de la fluorescencia de referencia antes de la exposicion al hierro.
(A) Conjunto de entrenamiento: mediciones realizadas cada 33,6 segundos. Los resultados experimentales se
presentan como media + D.E. de 12 pocillos. (B) Conjunto de prueba: mediciones realizadas cada 25,3
segundos. Los resultados experimentales se presentan como media + D.E. de 8 pocillos.

La tasa de absorcion de hierro muestra una dependencia evidente con la
concentracion de calcio en el medio extracelular. Para cada condicion experimental
representada en la Figura 2.1B, los modelos lineales que aproximan la derivada temporal de
las mediciones experimentales después de la adicion de FAS se obtuvieron a través del
método de la secante (Allen e Isaacson, 1998); estos modelos se ajustan a los dos primeros
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datos de fluorescencia después de agregar FAS y se presentan en la Tabla 2.1. Las tasas de
cambio obtenidas son mayores (en valor absoluto) para la adicién de FAS en el medio con
10 pM de Ca?". Esto implica que la tasa de entrada de hierro en el cLIP es menor para
concentraciones extracelulares mas altas de Ca?*.

Usando la prueba t de Student de dos colas (Markowski y Markowski, 1990; Guo y
Yuan, 2015), no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
mediciones de fluorescencia de calceina para células preincubadas o no con BAPTA-AM.
Ademas, la comparacion de estos dos grupos de células con la prueba de Kolmogorov-
Smirnov (Steele y Chaseling, 2006; Smirnov, 1939; Facchinetti, 2009; Knuth, 1997) mostro
que las mediciones obtenidas con y sin preincubacién con BAPTA-AM pertenecen a la
misma distribucion y, por lo tanto, pueden considerarse como un solo grupo. Esto indica
que la quelacion del Ca?* intracelular no afecta la dinamica de la entrada de hierro en el
cLIP. Sin embargo, al comparar las mediciones de fluorescencia de calceina entre células
expuestas a dos concentraciones extracelulares diferentes de Ca?* (10 uM vs. 1,5 mM, 10
MM vs. 3 mM, o 1,5 mM vs. 3 mM) preincubadas o no con BAPTA-AM, utilizando la
prueba t de Student, se observo que las medidas son estadisticamente diferentes en todos
los casos ante un desafio con 10 uM de FAS, y la prueba de Kolmogorov-Smirnov indicé
gue no pertenecen a la misma distribucion.

El efecto inhibitorio del calcio sobre la captacion de hierro se hace evidente, incluso
cuando este micronutriente se encuentra en una concentracion similar a la que se encuentra
en los medios de cultivo estandar (1,5 mM de Ca?"). Como se muestra en la Figura 2.1B,
esto también se observa cuando el calcio intracelular se quela con BAPTA, lo que indica
que el efecto inhibidor del calcio no se ejerce a través de los mecanismos de sefializacion
del calcio intracelular.

Tabla 2.1. Modelos lineales del decaimiento de la fluorescencia de la calceina debido a un desafio
de hierro (10 pM de FAS). Estos modelos se ajustan a los dos primeros datos de fluorescencia
después de agregar FAS. f representa la fluorescencia de la calceina (F — FO) y t es el tiempo en
minutos.

[Ca?*] extracelular sin preincubacién con con preincubacién con promedio de los dos
BAPTA-AM BAPTA-AM €asos
T M M S
T T i A e I
3mM Ca™ fR:2 ;%?9468641. t ij ;00',59371817l t ij ;00',59379382. t

2.3.2 Efecto de BAPTA y Tapsigargina en la concentracion de Ca?* intracelular

Era necesario asegurar que BAPTA produce un efecto amortiguador del Ca?*
intracelular cuando las células Caco-2 se exponen a altas concentraciones de Ca?*
extracelular, para descartar la posibilidad de que el efecto inhibitorio del calcio observado
en el transporte de hierro se deba al aumento de la concentracion de calcio intracelular
secundario a un aumento de la concentracion de calcio extracelular. Con este fin, se utilizd
tapsigargina (TAP) para aumentar la concentracion de Ca®* intracelular y asi evaluar el
efecto quelante de BAPTA-AM sobre el calcio citosolico en células Caco-2 (Figura 2.2).
Fluo-3, cuya fluorescencia aumenta en presencia de Ca?* libre, se utiliz6 como indicador de
la concentracion de Ca?* intracelular.
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Figura 2.2. Efecto de 5 uM de TAP en la concentracion de calcio intracelular, cuando la sonda Fluo-3 se
carga en células Caco-2 en presencia o ausencia de BAPTA-AM 20 uM. Después de cargar Fluo-3, se agreg6
MEM con (A) 10 pM, (B) 1,5 mM, o (C) 3 mM de Ca?*. Se registré una linea de base durante 5 minutos, y
luego se aplicd TAP a las células cargadas (rojo violeta 4) o no (verde ) con BAPTA-AM. Los grupos de
control son pocillos con células cargadas con Fluo-3, con (azul A) o sin (naranja =) BAPTA-AM, en los que
no se afiade TAP. Los datos se expresan como F/F0, valores de fluorescencia en un momento determinado (F)
divididos por la media de las primeras cuatro mediciones de fluorescencia de referencia (F0). Los resultados
experimentales se presentan como media = D.E. de 4 pocillos. Se afiadié TAP en los tiempos indicados por la
flecha. Las mediciones de fluorescencia se obtuvieron en un lector de placas Synergy 2 (BioTek®).
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Cuando la concentracion de Ca?* extracelular fue de 10 uM y se omitid el desafio de
TAP, la fluorescencia de Fluo-3 se mantuvo muy cerca de su valor inicial durante todo el
experimento, lo que indica que la concentracion de Ca?" intracelular permanecié sin
cambios (Figura 2.2A, datos naranja y azul). En ausencia de TAP y BAPTA, la
fluorescencia de Fluo-3 aumentd un 2 % y un 2,7 % cuando la concentracion de Ca?*
extracelular fue 1,5 mM o 3 mM respectivamente (Figura 2.2, (B) y (C), datos naranjas). Sin
embargo, estos aumentos fueron del 1 % y 1,2 % cuando las células se preincubaron con
BAPTA-AM (Figura 2.2, (B) y (C), datos azules), y todas las mediciones son
estadisticamente diferentes de las obtenidas en ausencia de BAPTA-AM. Esto indica que
las altas concentraciones de Ca®' extracelular inducen una entrada de Ca®*, que se
amortigua de manera efectiva al preincubar las células con 20 uM de BAPTA-AM.

La adicion de 5 uM de TAP en ausencia de BAPTA-AM y en presencia de 10 uM,
1,5 mM o 3 mM de calcio extracelular, produjo un aumento del 4,2 %, 6,6 %y 7,6 % en la
fluorescencia de Fluo-3, respectivamente (Figura 2.2, (A), (B) y (C), datos verdes). La
acumulacion de Ca?* intracelular inducida por TAP aument6 significativamente por encima
de los niveles de control (caso sin TAP) para cada concentracion de Ca?* estudiada, y esta
diferencia se observo inmediatamente después de la adicion de TAP. Cuando las células se
cargaron con 20 uM de BAPTA-AM vy la concentracion de Ca?* extracelular fue igual a 10
UM o 1,5 mM de CaCls, la elevacion de la concentracion de Ca?* intracelular se atenud
significativamente después del tratamiento con 5 uM de TAP (Figura 2.2, (A) y (B), datos
violetas), aumentando hasta un 1,5 % y un 4,2 % en cada caso en comparacion con las
células no cargadas con BAPTA-AM. Con 3 mM de Ca?' extracelular, los efectos
amortiguadores de BAPTA-AM son insignificantes 5 minutos después de la adicién de
TAP (Figura 2.2 (C), datos violetas).

Esto demuestra que BAPTA amortigua eficazmente el aumento de la concentracion
de Ca?* intracelular después de la adicion de TAP y en presencia de una alta concentracion
de Ca®' extracelular. Cuando no se agrega TAP, BAPTA mantiene el aumento de la
fluorescencia de Fluo-3 cerca del 1 %, lo que representa una reduccion estadisticamente
significativa en los niveles de Ca®* intracelular en comparacion con el caso en que BAPTA
no esta presente. En base a estos resultados se concluye que el efecto inhibitorio del Ca?*
observado en el apartado anterior no se ejerce a través de mecanismos de sefializacion
intracelular.

2.3.3 El calcio es un inhibidor reversible de la captacion de hierro

Cuando la inhibicion es reversible, el efecto de un inhibidor se puede revertir al
disminuir la concentracién del inhibidor (Montalbetti y col., 2015). Teniendo en cuenta que
se ha demostrado que el calcio extracelular inhibe la captacién de hierro en las células
Caco-2, se estudio la reversibilidad de este efecto inhibidor.

Como se muestra en la Figura 2.3, no se observaron diferencias significativas en la
captacion de hierro entre las células preincubadas con 10 pM, 1,5 mM o 3 mM de Ca?",
lavadas con PBS después de la preincubacién y posteriormente incubadas con 10 uM de
Ca?*. Cuando se omitio el paso de lavado después de la preincubacion de las células con 10
UM de Ca?* (control negativo), tampoco se observaron diferencias significativas en cuanto
a las mediciones de fluorescencia de calceina en comparacion con las células que se
preincubaron con diferentes concentraciones de Ca®* y posteriormente se lavaron. Por otro
lado, cuando las células Caco-2 se preincubaron con 1,5 mM o 3 mM de Ca®* y se omitié el
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paso de lavado después de la preincubacion (control positivo), se observo una inhibicion de
la captacion de hierro por calcio después de la adicion de FAS 10 uM, como se muestra en
la Figura 2.1. Por tanto, se concluye que el calcio extracelular actia como inhibidor de la
captacion de hierro por las células Caco-2, de forma reversible.

200

—+— 3mM Ca, pc

i l FAS 1.5 mM Ca, pc

) e —*— 10 uM Ca, nc
B —=— 3mM Ca
—— 1.5mM Ca
—— 10 pM Ca

NagRersAFIARRRRRR, Faqpyil
Judiddnn dRbk paba

Calcein fluorescence, F-FO
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Figura 2.3. El calcio es un inhibidor reversible de la captacion de hierro. Las células Caco-2 se preincubaron
durante 10 minutos con 10 uM (morado claro A), 1,5 mM (azul x) 0 3 mM (verde oscuro e) de Ca®*, y luego
se lavaron con PBS (x2) y se incubaron en un medio con 10 puM de CaCl, durante 10 minutos antes de
comenzar la medicion de fluorescencia de referencia durante 3 minutos, seguido de la adicion de 10 uM de
FAS. Se incluyeron experimentos de control positivo y negativo. En el control positivo (pc), las células se
incubaron con 1,5 mM (azul claro *) o 3 mM (verde ¢) de CaCly, y en el control negativo (nc) con 10 uM
CaCly* (morado V). Los resultados experimentales se presentan como media £ D.E. de 4 pocillos, y para cada
control se presentan como media + D.E. de 2 pocillos. Las mediciones de fluorescencia se obtuvieron en un
lector de placas Synergy 2 (BioTek®).

2.3.4 Modelamiento matematico del efecto inhibidor del calcio a través del decaimiento
de la fluorescencia de la calceina

Dadas las condiciones en las que se llevaron a cabo todos los experimentos de este
trabajo, DMT1 es el Gnico componente de transporte de hierro relevante que permanece en
la membrana celular y puede interactuar con el hierro (Colins y col., 2017). La actividad de
la reductasa férrica DcytB puede despreciarse ya que el hierro se encuentra en su forma
ferrosa en el medio apical y, por lo tanto, no se requiere la reduccion del hierro férrico
(Fe**) a ferroso (Fe?").

Todos los experimentos se realizaron en medios libres de suero. Por lo tanto, el
contenido de transferrina en el medio extracelular se redujo al minimo y su actividad
también puede despreciarse (Huebers y col., 1987). Ademas, dada la escala de tiempo
experimental, la actividad de Ferroportina 1 (FPN) se considera no significativa (NUufiez y
col., 2010), y la dinamica del sistema observada puede considerarse no afectada por los
mecanismos de regulacion sistémica, transcripcional y traduccional (Cegarra y col., 2019).
Para desacoplar el transporte de Fe?* mediado por DMT1 de la concentracion de protones,
el pH del medio apical y basolateral se fijo en 7 para todos los experimentos (Colins y col.,
2017).
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Una investigacion previa desarrollada en ovocitos de Xenopus muestra que los
metales alcalinotérreos que no son transportados por DMT1, como Ba?*, Sr?*, Mg?*, y Ca?*,
pueden actuar como inhibidores no competitivos de este transportador (Shawki vy
Mackenzie, 2010). Se propone un mecanismo de inhibicién no competitiva del calcio para
la captacion y transporte de hierro a través de DMT1, donde Ca?* se une a un sitio
alostérico no catalitico de DMTL1. Para representar este efecto inhibitorio, se utilizo el
modelo cinético basico para la inhibicion no competitiva (Voet y Voet, 2010; Blat, 2010;
Bhagavan y Ha, 2015), derivado del diagrama que se muestra en la Figura 2.4.

Py

" P, P,
D -
1
+

k3

R
Py “ b,
Figura 2.4. Modelo propuesto para la inhibicién reversible no competitiva de DMT1 por calcio. El calcio se
une al complejo DMT1 y DMT1-Fe. EI complejo DMT1-Fe-Ca no puede transportar hierro al interior de la
célula. DMT1 vacio (P,) puede unirse a Fe3fr (P, = P,) y luego a Ca3fy (P, — P,), 0 puede unirse a
Cadhr (P, - Py) y luego a Fe3jr (P; —» P,). DMTL unido solo a Fe3}; (P,) libera hierro al medio
intracelular y vuelve a su estado original (P, — P;). (Circulo naranja): concentracion de hierro extracelular
(Fe2§r); (circulo marrdn): concentracion de hierro en el espacio intracelular (FeZy); (cuadrado morado):
concentracion de calcio extracelular (Ca3};;); (6valo azul): DMTL.

P, corresponde a DMT1 en su estado vacio, P, a DMT1 unida a Fe3f, P; a DMT1
unida a Ca}y, y P, a DMT1 unida a Fe3f; y Ca’lr. En este modelo, Fe3} se une de
forma reversible a DMT1 libre (P, - P,) o al complejo DMT1-Ca3},; (P; = P,),y Ca3}r
se une reversiblemente a DMT1 libre (P; - P;) o al complejo DMT1-Fe3}, (P, - P,). El
complejo DMT1-Fe3{—Ca’tr es cataliticamente inactivo. El hierro se solvata solo del
complejo DMT1-Fe3, y deja el sitio de unién de DMT1 para convertirse en parte de la
ferritina o del cLIP, y DMT1 vuelve a su estado vacio inicial (P, = P;). Se asume que
ambos pasos de union a Ca3j, tienen las mismas constantes de disociacion, lo que
representa la misma afinidad por el calcio tanto para DMT1 como para el complejo DMT1-
Fegjr.

Se obtuvo un modelo matematico que comprende las ecuaciones diferenciales
derivadas de los balances de masa para todas las especies de la Figura 2.4, bajo el supuesto
de que todas las reacciones en el mecanismo son elementales:

dP

d_tl =—ki P -Fellr — ki P -Calliy +ki -Py+ky Py+k; Ps (Ecuacién 2.3)
dP.

d_t2=_kl_.PZ_k4.P2_k;.P2lca(z)-{]T+ki‘-.P1.FeS$T+k2_.P4-) (EC’LLaCléTl24)
dP3__—_ _Lt.p .[Eo2t +.D . a2+ - Y
Pl k3 - P3 —k3 - P3-Febyr +ky - Py Cagyr + k3 " Py (Ecuacion 2.5)
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dP,

- = —ky Py —k3 P+ kP, Cally +ki-Psy-Felir (Ecuacion 2.6)
dFe2}

d;LIP = DMT1gss kg~ Py (Ecuacion 2.7)
dFesir _ —Vin dFelp (Ecuacion 2.8)

dt Vour ~ dt |
AF o dFe2}

c;iceln = _F,- d;LIP (Ecuacion 2.9)

En las Ecuaciones 2.3 a 2.9, la concentracion de hierro en el espacio citosolico y la
concentracion de hierro apical se denotan por FeZ'p y Felfr, respectivamente. La
fluorescencia de la calceina se denota por Feqicein. Ca’ir €s la concentracion apical de
calcio. P; corresponde a la fraccion de DMT1 en estado i. k" y k; son las constantes de
velocidad directa e inversa, respectivamente. Ecuaciones 2.3 a 2.6 se obtienen directamente
aplicando la ley de accion de masas para todas las transiciones que involucran estos
estados.

La Ecuacion 2.7 representa la captacion de hierro en el espacio citosélico resultante
del transporte directo por DMT1 en la transicion P, — P,. La Ecuacion 2.8 se obtiene
aplicando la conservacion de la masa. La Ecuacion 2.9 representa la extincion de la
fluorescencia de la calceina debido a la entrada de hierro en el cLIP. Fr es un factor de
conversion que representa la equivalencia entre la concentracion de hierro en el cLIP y la
fluorescencia de calceina, y forma parte de los pardmetros del modelo establecidos junto
conk;, k7 y DMT1gy.

El modelo propuesto no considera explicitamente la cantidad de DMT1 ya que este
valor no ha sido reportado en una célula Caco-2 promedio, pero se supone que es constante
para la escala de tiempo experimental (Nufiez, 2010). DMT1gf¢ es la concentracion
efectiva total de transportadores disponibles para el transporte de hierro y corresponde a
[DMT1gs¢] = DMT1/¢p, donde DMT1 es la cantidad total del transportador y ¢ es la
efectividad del ciclo de transporte del modelo.

Vour = 200 pL es el volumen del medio apical. V;y = 5,92 uL es el volumen de la
monocapa celular que se calculé como V,y = - 12, * he, donde h, = 29,6 um es la altura
de Caco-2 (Hidalgo y col., 1989), y se supone constante para la escala de tiempo
experimental. 7,,.;; = 0,7979 cm es el radio del pocillo de cultivo considerando el &rea de
crecimiento de cada pocillo de la placa de 24 pocillos como 2 cm? (Freshney, 2015).

Dado que la deteccion de la captacién de hierro se realiza mediante la medicion de
la extincion de la fluorescencia de la calceina, las constantes cinéticas del modelo se
ajustaron mediante el conjunto de entrenamiento. La técnica de validacion cruzada dejando
uno fuera (LOOCV) o Jackknife es el método de remuestreo més utilizado para ajustar los
parametros del modelo cuando la cantidad de datos disponibles es limitada, lo que ayuda a
evitar el sobreajuste (Nanni y Lumini, 2008; Priddy y Keller, 2005; Rao y col., 2008), y se
utilizo para ajustar los parametros del modelo (Colins y col., 2017; Cegarra y col., 2019).

Los parametros del modelo se ajustan al conjunto de datos de entrenamiento
experimental al minimizar el error cuadratico medio (MSE) entre el elemento omitido y el
valor predicho usando el modelo, con el algoritmo simplex de Nelder-Mead, repitiendo el
proceso de ajuste de parametros un namero de veces igual al nUmero de observaciones
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experimentales N (Lagarias y col., 1998). Al final del proceso iterativo, se obtiene una
estimacion del error de generalizacion, dado por el error cuadratico medio de Jackknife
(MSEjk), que se define como la suma de las diferencias entre el valor experimental

eliminado (Y;) en cada iteracion i y el valor predicho por el modelo (Y;). En este trabajo:
N

MSEjx = Z|Yl- — Y (Ecuacién 2.10)
i=1

donde N = 2196 (N = 12-61 = 732 para cada concentracion de Ca?*, con o sin BAPTA-
AM), Y; es el valor experimental de la fluorescencia de calceina, y ¥; es la fluorescencia de
calceina predicha por el modelo. Una descripcion detallada de la aplicacion del método
Jackknife se presenta en (Colins y col., 2017).

La estimacion inicial del algoritmo de optimizacion asociado al proceso de ajuste de
parametros se obtuvo a partir de un estudio preliminar del comportamiento del modelo
cualitativo. Para las concentraciones de hierro y la fluorescencia de calceina, las
condiciones iniciales se establecieron como FeZtp(0) = 0 puM, Fe3f(0) = 10 uM,
Feaicein(0) = 0. Las condiciones iniciales de las fracciones de DMT1 se establecieron
considerando que los experimentos se realizan en medios libres de suero y con la minima
concentracion extracelular de calcio y se supuso que eran P;(0) = 0,98, P,(0) = 0,01, P5(0)
= 0,005, P,(0) = 0,005. Todos los calculos y simulaciones se realizaron con un integrador
comercial que utiliza los métodos de integracion numérica de la familia Runge-Kutta
(Shampine, 1986).

Para ajustar los parametros del modelo descritos por las Ecuaciones 2.3 a 2.9
(ki) ki, k3, k3, k3, k3, kg, DMT1gsr, Fp), se utilizaron como conjunto de
entrenamiento las mediciones de fluorescencia de calceina tomadas cada 33,6 segundos
(Figura 2.1A), y se utilizaron como conjunto de datos de prueba las mediciones de
fluorescencia de calceina tomadas cada 25,3 segundos (Figura 2.1B).

Usando los datos experimentales del conjunto de entrenamiento, se ajusté cada uno
de los parametros del modelo a un valor constante que permitiria que el modelo
representara la dindmica de la extincion de la fluorescencia de la calceina para cada
concentracion de calcio utilizada. Sin embargo, el modelo no captura la dindmica del
sistema para 10 pM o 3 mM de Ca?" y solo puede capturarla cualitativamente cuando la
concentracion de calcio extracelular es 1,5 mM Ca?*.

Después de aplicar la técnica de Jackknife para ajustar los parametros del modelo de
manera global, se encontr6 que los valores obtenidos para cada parametro son cercanos,
excepto los valores de k3 y [DMT1gzs], que varian significativamente para cada
concentracion de calcio extracelular. Asi, se ajustaron los pardmetros k3 y [DMT1g(] para
cada concentracién de calcio utilizada de forma independiente, manteniendo los valores
encontrados en el primer ajuste para el resto de pardmetros. Los valores de los parametros
asi obtenidos se muestran en la Tabla 2.2.

Los intervalos de confianza obtenidos para los parametros del modelo (Tabla 2.2)
son estrechos, y cada parametro se identifica como significativo a niveles de confianza del
95 % ya que todos los valores de p (p-values) obtenidos son inferiores a 0,05 (prueba t de
Student). El coeficiente de determinacion (R?) calculado entre el modelo y los datos
experimentales para cada concentracion de calcio utilizada se muestra en la Tabla 2.2. Los
altos valores de R? obtenidos indican que el modelo explica un alto porcentaje de la
varianza experimental de los datos considerados.
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El pardmetro [DMT1gs ;| disminuye y k; aumenta a medida que aumenta la
concentracion de calcio, lo que da como resultado una disminucion del transporte de hierro
mediado por DMT1 hacia el cLIP.

En el entorno experimental, las células se incubaron con 10 uM, 1,5 mM o 3 mM de
Ca?" durante aproximadamente 5 minutos antes de la adicion de FAS. Se considera la
misma condicion inicial para el modelo en todos los casos. Las concentraciones mas altas
de calcio extracelular tienen el efecto de aumentar la constante de la tasa de union al
calcio k3, lo que permite que el modelo capture rapidamente el aumento en la fraccion de
DMT1 unida a Ca3};; (cataliticamente inactiva).

Se us6 una expresion de tipo Monod para representar la dependencia de k3 con el
calcio, que puede describirse de manera efectiva usando una curva de saturacion. Los
coeficientes de la ecuacion de tipo Monod son ki, .x Y Ks, donde k3 4x ([min - uM]™1) es
la tasa maxima de unién al calcio y Ks (UM) es la constante de velocidad media. Ajustando
estas constantes para obtener los valores de k3 que se muestran en la Tabla 2.2, se obtuvo
la Ecuacion 2.11.

" kiuax - [Ca®*]  2,0261-1072 - [Ca??]
27 Ko+ [Ca?*] ~ 1,3399-103 4 [Ca?*]

Por otra parte, el aumento de la concentracion de calcio extracelular implica un
aumento de la eficacia del ciclo de transporte del hierro ¢, ya que aumenta la proporcién de
transportadores cataliticamente inactivos. Por tanto, la concentracion de transportadores
efectivos disponibles para el transporte de hierro ([DMT1gs;| = DMT1/¢) disminuye como
consecuencia del aumento de la concentracion de calcio utilizada. La concentracion
efectiva de DMT1, DMT1g, es inversamente proporcional a la concentracion de calcio,

por lo que la efectividad del ciclo de transporte de hierro ¢ puede describirse con una
relacion lineal dependiente de la concentracion de calcio del tipo ¢ = B + [Ca?*]. La
concentracion de transportadores efectivos disponibles para el transporte de hierro sera
entonces:

(Ecuacion 2.11)

DMT1
B +[Ca?]

La Ecuacion 2.13 se obtuvo luego de ajustar las constantes DMT1 y £ de la
Ecuacion 2.12 para obtener los valores de [DMT1,(| que se muestran en la Tabla 2.2.

8,1549 - 103
5,9190 - 103 + [Ca?*]

Los pardmetros asociados a la constante de Michaelis (k,, ki y ki) se obtuvieron
en la primera ronda de ajuste y por lo tanto mantienen el mismo valor para cada
concentracion de calcio utilizada. Esto refuerza la idea de que el Ca?* actGa como un
inhibidor no competitivo de la captacion de hierro mediada por DMT1. EIl valor de la
constante de Michaelis (K,, = (k4 + ki) /k{), permanece igual a 9,8663- 10* uM en todos
los casos.

Linder y col. (2006) determinaron que la absorcion de hierro por DMT1 era un
proceso saturable, que podia caracterizarse por una constante de Michaelis (K,,) cercanaa 7
+ 1 UM, cuando las células Caco-2 se desafiaron con 5°Fe?* en presencia de ascorbato a pH
7. Por otro lado, Thumser y col. (2010) informaron un K, =~ 13,2 £ 1,6 uM para la

[DMT1gs] = (Ecuacién 2.12)

[DMT 1| =

(Ecuacion 2.13)
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captacion de *°Fe en las células Caco-2 en ausencia de ascorbato. La constante de Michaelis
para DMT1 obtenida en este estudio a partir de los parametros ajustados utilizando los
valores del decaimiento de la fluorescencia de la calceina, no se puede comparar con los
valores informados anteriormente, que se calcularon a partir de las concentraciones de
hierro intracelular. Hasta el momento no se ha reportado ningun factor de conversion que
permita calcular la equivalencia entre la concentracion de hierro en el cLIP y la
fluorescencia de calceina. Si bien el modelo propuesto es capaz de capturar la dindmica del
transporte de hierro y el efecto del Ca?*, no necesariamente considera todos los elementos
del mecanismo involucrado en la inhibicion de DMT1 por el calcio. Como resultado,
algunos de los parametros calculados podrian estar asociados con otros componentes del
sistema experimental no representados explicitamente en el modelo.

Tabla 2.2. Parametros del modelo de inhibicién reversible no competitiva de DMTL1 por calcio.

. . Intervalos de

Parametro Valor Unidad confianza (6=0,05) p-value

+4,2482-1077 * 0,0219 *

ki 5,459 -107° [min - uM]™? +1,9462-1077 f 0,0232%

+2,1043-1077 8 0,0321 8

+4,0115-1075 % 0,0277 *

ki 8,960 - 1072 min~1 +7,9812-107* ¥ 0,0262

+2,7410-1073 8 0,0307 §

0,006-1073 * +7,8739-1075 % 0,0177 %

ki 1,071-1073 1 [min - uM]~* +4,6604-1075 1 0,0208

1,450-1073 8 +8,5202-1075 § 0,0288 §

+ 0,1687 i 0,0230 *

k3 3,8485 min~! +0,2324 f 0,0211%

4+ 0,0731 § 0,0274 8

+ 559691078 ¢ 0,0225 *

k¥ 3,890-1077 [min - uM]™?1 +3,5737-1078 f 0,0114 %

+6,7751-107° § 0,0273 ¢

46,8562 1075 * 0,0236 *

k3 7,80 -107* min~! +4,6849-1075 f 0,0136 1

+2,4437-1075 § 0,0275 8

+0,0182 i 0,0241*%

ks 0,449 min~! + 0,0098 f 0,0244 %

+ 0,0075 § 0,0316 8

138,543 : + 4,9404 i 0,0269 *

DMT1ggf 108,134 f uM + 7,5648 f 0,0287 *

92,433 8 + 59177 § 0,0271 8

+ 0,2057 i 0,0207 *

Fr 2,991 UF - [pM]~t+* 40,1840 t 0,0156

+ 0,2269 § 0,0145 8
.10 uM Ca?*,
1,5 mM Ca?,
§:3,0 mM Ca**

+UF: unidad de fluorescencia
Para el conjunto de entrenamiento: ~ R* = 0,9884, MSEj;, = 0,5382 para 10 uM Ca?";

R? =0,9916, MSEj, = 0,3092 para 1,5 mM Ca*;

R? = 10,9922, MSEj, = 0,2685 para 3,0 mM Ca?*.
Para el conjunto de prueba: R* = 0,9924, MSEj;, = 0,3809 para 10 uM Ca*";

R? = 10,9908, MSEj, = 0,4008 para 1,5 mM Ca?*";

R? =0,9804, MSEj, = 0,9079 para 3,0 mM Ca?*.
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En la Figura 2.5 se muestra la simulacién del modelo para la inhibicién reversible
no competitiva de DMTL1 por calcio, para el decaimiento de la fluorescencia de calceina
después de un desafio con hierro. Estas simulaciones se realizaron usando los pardmetros
de la Tabla 2.2, que se determinaron usando solo el conjunto de entrenamiento
experimental. Los resultados de la simulacion confirman la capacidad del modelo para
predecir el comportamiento de la extincion de la fluorescencia de la calceina observado
experimentalmente para los conjuntos de datos de entrenamiento (Figura 2.5A) y prueba
(Figura 2.5B), lo que respalda la viabilidad de la estructura propuesta.

El modelo propuesto en este estudio permite simular la reduccion del decaimiento
de la fluorescencia de la calceina que se observa cuando las células se exponen a una mayor
concentracion de calcio extracelular. Las simulaciones de modelos y las observaciones
experimentales confirman que el calcio actda como un inhibidor no competitivo de la
captacion de hierro mediada por DMTL. Por lo tanto, este modelo representa efectivamente
el efecto inhibidor del calcio en la entrada de hierro en el cLIP de las células Caco-2
mediada por DMT1.

. 3mM Ca, data 1 . 3 mM Ca, data
3 mM Ca, model 3 mM Ca, model
1.5 mM Ca, data 1.5 mM Ca, data
1.5 mM Ca, model ] 1.5 mM Ca, model
* 10 UM Ca, data -1 e e 10 pM Ca, data
= 10 uM Ca, model ] = 10 pM Ca, model

_15

Calcein fluorescence, F-FO
Calcein fluorescence, F-FO

et L
] 1lhlHIIHHTTTTTITTTTTTTTUU ]
] SHITITITY TR ITTY ]
B e e e e e B R e T T — T

0 5 10 ‘1‘5I B ‘ZIU 25 30 35 0 5 10 1‘5 o 20 25

Time [min] Time [min]
Figura 2.5. Simulacion de la inhibicion reversible no competitiva de DMT1 por calcio, después la adicion de
10 uM de FAS, cuando la concentracion de calcio extracelular era 10 pM, 1,5 mM o 3 mM de Ca?*. (s):
media de las observaciones experimentales, con y sin BAPTA-AM; (-): simulacion de modelo. (A)
Decaimiento de la fluorescencia de la calceina para el conjunto de entrenamiento. Los resultados
experimentales se presentan como media + D.E. de 24 pocillos. (B) Decaimiento de la fluorescencia de la
calceina para el conjunto de prueba. Los resultados experimentales se presentan como media + D.E. de 16
pocillos.

La distribucion prevista de DMT1 para cada concentracion de calcio estudiada se
muestra en la Figura 2.6. Al comienzo de la simulacion, el estado P, (DMT1 unida a
Fel#r) no aumenta para 1,5 mM o 3 mM de Ca?*, lo que implica una menor entrada de
hierro en el cLIP inmediatamente después del desafio del hierro. Por otro lado, la cantidad
de DMT1 en el estado P; (DMT1 unida a Ca3},;) aumenta a medida que aumenta la
concentracion de calcio, y los estados P, y P, tardan méas en alcanzar un estado
estacionario. Ademas, el estado P, aumenta al comienzo de la simulacion solo para 3 mM
de Ca?*, lo que lleva a un aumento en la fraccion de DMT1 que es cataliticamente inactiva
(el complejo DMT1-Fe2}—Ca3tr). S6lo para 10 uM de Ca?*, la cantidad de DMT1 en su
estado libre (P,;) aumenta porque la concentracion de calcio es muy baja. Por lo tanto, el
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modelo captura con precision la reduccion en la tasa de extincion de la fluorescencia de
calceina que ocurre cuando aumenta la concentracion de calcio extracelular.
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Figura 2.6. Simulacion de los estados de DMT1 durante la captacion de hierro para cada concentracion de
calcio extracelular estudiada. Fracciones de DMT1 con (A) 10 uM, (B) 1,5 mM, o (C) 3 mM de Ca?*.
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2.4 Conclusion

El objetivo principal del presente capitulo fue analizar el efecto del calcio
extracelular e intracelular sobre la incorporacién de hierro en el cLIP de las células Caco-2
y proporcionar una estructura matematica mecanicista para analizar los resultados
experimentales obtenidos. La variacion en el cLIP se us6 como un indicador indirecto de la
captacion de hierro celular después de que las células se desafiaran con hierro (10 uM de
FAS).

Se observo que la incorporacion de hierro en el cLIP disminuyé a medida que
aumentaba la concentracion de calcio extracelular. Dado que el aumento de la
concentracion de calcio extracelular podria aumentar el calcio en el espacio intracelular
inmediato a la membrana plasmatica, se probd el efecto putativo de los niveles de calcio
intracelular en la captacion de hierro. La quelacion del calcio intracelular con BAPTA no
tuvo ningln efecto sobre la incorporacion de hierro en el cLIP, ya que la diferencia en la
extincion de la fluorescencia de la calceina en presencia de un desafio con hierro no fue
significativa, ya sea que las células hayan sido pretratadas o no con BAPTA-AM. Esta
observacion apoya la idea de que el efecto inhibitorio del calcio sobre la captacion de hierro
no se ejerce a través de la sefializacion del Ca?* intracelular, sino que es un efecto
verdaderamente extracelular. Estos resultados estdn de acuerdo con los resultados
informados por Shawki y Mackenzie (2010), quienes midieron las corrientes provocadas
por Fe?* en ovocitos de Xenopus que expresan DMT1 humano y encontraron que el efecto
inhibitorio del Ca?* sobre el transporte de hierro persiste después de quelar el Ca?*
intracelular, ya que la magnitud de estas corrientes no se vio afectada.

El hierro no hemo en su forma Fe?* se transporta a las células Caco-2 principal o
Unicamente a través de DMT1 (Mackenzie y col., 2005; Dasa y Abera, 2018; Yu y col.,
2019). Considerando esto, nuestros resultados proporcionan evidencia adicional de que el
calcio acta como un inhibidor no competitivo de DMTL.

Para estudiar si el calcio ejerce una inhibicidn reversible de la captacion de hierro,
las células Caco-2 se lavaron después de preincubarlas durante 10 minutos con 10 uM, 1,5
mM o 3 mM de Ca?*, y, posteriormente, se incubaron durante 10 minutos con 10 pM de
Ca?* antes de comenzar la lectura de fluorescencia de calceina. No se observaron
diferencias significativas en el decaimiento de la fluorescencia de calceina cuando se
realiz6 un paso de lavado después de incubar las células Caco-2 con 1,5 mM o 3 mM de
Ca?* en comparacion con las mediciones de fluorescencia de calceina obtenidas para las
células que se preincubaron con 10 uM de Ca?" (Figura 2.3). Por lo tanto, el efecto
inhibitorio del calcio sobre la captacidn de hierro no se observé cuando el calcio se elimind
después de la preincubar las células con altas concentraciones de calcio. Estos resultados
indican que el calcio actiia como un inhibidor reversible.

Se ha informado que los residuos del sitio de union al sustrato de DMT1 coordinan
la unién con Mn?*, Fe?*, Cd?* entre otros metales de transicion divalentes, pero no Ca?* o
Mg?* (Ehrnstorfer y col., 2014; Manatschal y col., 2019). Por esta razon, DMT1 cataliza el
cotransporte de protones y de iones de metales de transicion divalentes como el Fe?”,
mientras que los iones de metales alcalinotérreos como el Ca?* no son transportados
(Shawki y Mackenzie, 2010). Por otro lado, estudios previos informan una mutacién Gnica
de DMT1 en humanos, ratones microciticos y ratas de Belgrado, que consiste en la
sustitucion de un residuo de glicina conservado en el lado extracelular de la hélice a-4 a
arginina (Ehrnstorfer y col., 2014), lo que afecta severamente la capacidad de transporte de
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hierro de DMTL, lo cual provoca anemia en estas especies, y ademas se asocia con un
aumento permeabilidad al calcio del DMT1 mutante (Xu y col., 2004). Considerando la
informacion previa y la evidencia reportada en esta investigacion, se puede postular que el
Ca?* se une a un sitio alostérico no catalitico de DMT1. En consecuencia, el modelo
propuesto se baso en el esquema cinético de una inhibicion reversible no competitiva.

Las predicciones obtenidas con el modelo concuerdan bien con los datos
experimentales que se muestran en la Figura 2.5A, incluso con el conjunto de datos de
prueba que no se usé para el ajuste de parametros (Figura 2.5B). Los resultados de la
simulacion en la Figura 2.5 muestran la capacidad del modelo para representar la
disminucion en la entrada de hierro en el cLIP cuando las células se exponen a
concentraciones de calcio extracelular mas altas, tanto cualitativa como cuantitativamente.
Por lo tanto, este modelo, que considera una descripcion de los estados de DMT1, describe
con precision el decaimiento de la fluorescencia de la calceina observada
experimentalmente cuando las células se exponen a diferentes concentraciones de calcio
extracelular tras un desafio con hierro. Las simulaciones del modelo y las observaciones
experimentales confirmaron el efecto inhibitorio del calcio extracelular sobre la entrada de
hierro mediada por DMT1 en el cLIP de las células Caco-2.

La ingesta dietética recomendada por el Instituto de Medicina de EE.UU. de hierro
(18 mg/dia) (Institute of Medicine (US), 2001) y calcio (1000 mg/dia) (Institute of
Medicine (US), 2011), equivalen en el sistema experimental a 10 uM de FAS y 1,5 mM de
CaCl,. Con base en los resultados presentados aqui, es posible especular que, si se toman
juntos, el suplemento de calcio podria afectar negativamente la captacion intestinal de
hierro. Por lo tanto, deberia ser recomendable que estos dos suplementos pudieran tomarse
en diferentes momentos. De manera similar, considerando que la leche de vaca contiene
aproximadamente 450 mg de calcio elemental por porcion de 355 mL (Chon y col., 2018),
las concentraciones de calcio en el intestino podrian llegar a 30 mM. Incluso permitiendo
una dilucion considerable (hasta 20 veces) durante el transito estomacal, la concentracion
de calcio resultante deberia inhibir la absorcion intestinal de hierro en la dieta.

En resumen, se encontré que la presencia de Ca®* extracelular, en concentraciones
tipicamente utilizadas en el medio de cultivo celular o encontradas en el intestino después
de la ingesta de suplementos de calcio o leche, conduce a una reduccion significativa en la
captacion de hierro por parte de las células intestinales. También se encontré que el Ca®*
extracelular, pero no intracelular, ejerce una inhibicidn reversible no competitiva de la
captacion de hierro. Finalmente, se propuso un modelo basado en una descripcién de los
estados de DMT1 que representan efectivamente la entrada de hierro en el grupo de hierro
l&bil citosolico (cLIP) observado experimentalmente, rastreado por el decaimiento de la
fluorescencia de calceina. Se necesitaran mas esfuerzos para identificar el supuesto sitio
inhibitorio del calcio en DMT1 que media la inhibicion del calcio de la absorcion de hierro.
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Capitulo 3: Caracterizacion experimental de Ila
relocalizacion de los transportadores DMT1 y FPN en las
células Caco-2, inducida por la presencia o ausencia en el
medio extracelular de hierro no hemo y/o calcio

Resumen

El calcio es uno de los elementos mas importantes para el humano y su ingesta
adecuada puede aumentar la densidad 6sea en los nifios y prevenir la osteoporosis en personas
de mediana edad. Sin embargo, se ha mostrado a través de estudios que utilizan la extincién
de la fluorescencia de la calceina, que el calcio inhibe la captacion de hierro en las células
Caco-2 de una manera dependiente de la concentracion, lo que causa gran preocupacion
considerando que la deficiencia de hierro y la anemia por deficiencia de hierro siguen siendo
un importante problema de salud pablica a nivel mundial. La absorcién intestinal de hierro
comprende la actividad coordinada de los transportadores DMT1 y FPN. En este capitulo se
utilizan células Caco-2 cultivadas en insertos bicamerales como modelo de epitelio intestinal,
para estudiar a través de microscopia confocal el movimiento de DMT1-EGFP y FPN-
TagRFP entre compartimentos celulares en funcién del suministro de hierro en presencia de
diferentes concentraciones de calcio, luego de que las células se sometieran a una privacion
de hierro. El calcio extracelular modificé la ubicacion de DMTL1, ya que mientras mayor fue
la concentracién de calcio a la cual se expusieron las células, mayor fue la reubicacion de
DMT1 en los dominios basales; en cambio, al reducir al minimo la concentracion de calcio,
la concentracion apical de DMT1 aumentd significativamente. Ademas, se encontrd que los
cambios en la localizacion de FPN inducidos por las concentraciones de calcio extracelular
no fueron significativos. Cuando las células se expusieron a hierro, se indujo una
relocalizacién de DMT1 a los compartimientos intracelulares, pero esta relocalizacién fue
mas rapida cuando la concentracion de Ca®* extracelular era de 10 xM en comparacion con
la obtenida en presencia de 3 mM. Los resultados mostrados indican por primera vez que el
ciclo endocitico del transportador DMT1 en las células Caco-2 polarizadas esta determinado
no sélo por la presencia de hierro en el compartimiento apical, sino también por la
concentracion de calcio en ese compartimiento. Los hallazgos obtenidos al realizar el
seguimiento de la fluorescencia verde de DMTL1 y roja de FPN con microscopia confocal
sugieren que el calcio inhibe de manera no competitiva la captacion de hierro mediada por
DMT1 en células Caco-2. Las diferentes dinamicas de relocalizacion de DMT1 observadas
en funcion de las concentraciones de Ca?" y de Fe?* en el compartimiento apical de las células
Caco-2 polarizadas cultivadas en insertos, dejan en evidencia que efectivamente el efecto
inhibidor del calcio sobre la captacion de hierro se ejerce sobre DMT1, alterando no solo la
ubicacion de este transportador en la célula segun la concentracién de calcio extracelular,
sino tambien su capacidad de transporte de hierro desde el medio extracelular hacia los
compartimientos intracelulares.

3.1 Introduccion

Considerando que no existe un mecanismo de excrecién controlado de hierro en los
mamiferos (Ravia y col., 2005), la homeostasis de hierro en el cuerpo ocurre principalmente
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por el control estricto de su absorcion a través del epitelio duodenal (Ma y col., 2002;
Andrews, 2008; Ganz, 2013). La absorcion intestinal de hierro comprende tres pasos
secuenciales: (i) la captacion de hierro desde la luz intestinal; (ii) una fase intracelular, en la
que el hierro se une a los componentes citosolicos; (iii) un paso de transferencia, en el que el
hierro sale de las células hacia el plasma sanguineo (Nufiez y Tapia, 1999). La captacion de
Fe2* desde el lumen del intestino hacia el enterocito esta mediada por el transportador de
metal divalente 1 (DMT1), el cual cotransporta Fe?* y protones mediante un mecanismo
electrogénico (Andrews, 2008; Mackenzie y col., 2005; Dasa y Abera, 2018). El hierro sale
del enterocito al torrente sanguineo a traves del transportador de salida ferroportina (FPN),
unico exportador de hierro celular conocido (Roughead y col., 2005). Por lo tanto, la
absorcion intestinal de hierro comprende la actividad coordinada de DMT1 y de FPN.

El movimiento vesicular de los transportadores entre la membrana plasmatica y los
dominios intracelulares es un mecanismo importante para regular la entrada de iones y
metabolitos en periodos de tiempo relativamente cortos; asi, el secuestro o insercion de una
proteina de la membrana plasmatica proporciona un mecanismo rapido y eficaz para regular
su funcién (Nufez, 2010; Nufiez y col., 2010).

Experimentos que utilizan microscopia confocal revelaron que en las células Caco-2
polarizadas y en el intestino duodenal de ratas sometidas a privacion de hierro, DMT1
muestra una marcada distribucion en la membrana de ribete de cepillo (BBM), pero la
administracion de hierro induce una rapida y significativa internalizacion dependiente del
tiempo de DMT1 de la membrana apical a los dominios basales (Ma col., 2002; Ma y col.,
2006; Nufez, 2010). Esta redistribucion de DMT1 se interpretdé como evidencia de un
proceso mediante el cual las vesiculas que contienen DMT1 con hierro unido se fusionan
con, y entregan su hierro a las vesiculas que contienen apo-transferrina (Ma col., 2002; Ma
y col., 2006). Ademas de la marcada distribucion apical de DMTL1 en condiciones de bajo
contenido de hierro, también se reportd la presencia de DMTL1 en los dominios basales de las
células Caco-2 y enterocitos duodenales de rata, lo cual no sorprendié ya que se necesita
DMT1 para el transporte de hierro fuera de la vesicula endocitica durante la endocitosis de
transferrina basolateral (Nufiez y col., 2010).

Usando microscopia confocal, se encontrd que, en el duodeno de rata y en células
Caco-2, en condiciones de privacion de hierro, FPN se localiz6 preferentemente en el
dominio basolateral donde actia como transportador de exportacion de hierro, aunque
también se observo una FPN considerable en el dominio apical cuyo papel se asocié a un
flujo de hierro retrogrado de basal a apical en el que el hierro no unido a la transferrina en el
plasma sanguineo se transporta a la luz intestinal (Nufiez, 2010; Nufiez y col., 2010). Nufiez
y col. (2010) observaron que la alimentacién con hierro indujo una reduccion de la FPN
basolateral y un aumento de FPN apical, que no alcanzaron a ser significativos y, en conjunto
con experimentos anteriores, concluyeron que el secuestro de DMT1 de la membrana apical
y de FPN de la membrana basolateral luego de la alimentacion con hierro deberia estar
destinado a disminuir sustancialmente la absorcion intestinal de hierro.

Estudios de localizacion de membrana en estado estacionario en células Caco-2
polarizadas revelaron que el estado del hierro celular determinaba la distribucion de DMT1
y FPN en la membrana apical/basolateral, y que los flujos de hierro estaban regulados por el
suministro de hierro, ya que el aumento de la concentracion de hierro en el compartimiento
apical redujo la captacion apical y el eflujo basal, y un desafio de hierro en el compartimiento
basal aumento el eflujo apical y la captacion basal no asociada a transferrina de este metal,
lo que demostr6 de ambos transportadores de hierro son funcionales en las membranas apical
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y basolateral, por lo que los investigadores sugieren un nuevo mecanismo de regulacion de
la absorcion intestinal de hierro basado en el reposicionamiento de DMT1 y FPN entre la
membrana y los compartimentos intracelulares en funcion del suministro de hierro, el cual
deberia ser complementario a los mecanismos basados en las regulaciones transcripcionales
o0 de traduccidn de las proteinas transportadoras de hierro (Nufiez y col., 2010). El aumento
en el flujo de salida apical podria explicarse por los efectos combinados del aumento de FPN
y la disminucién de DMT1 en este dominio de membrana; sin embargo, la importancia de la
actividad de captacion basolateral no esta clara, porque el hierro no unido a transferrina no
se encuentra a menudo en el medio basolateral, aunque podria ser util en enfermedades en
las que se supera la capacidad de union de hierro de la transferrina.

La evidencia experimental reportada en el capitulo previo de este manuscrito mostrd
que el calcio media una inhibicion reversible no competitiva de la absorcion de hierro en las
células Caco-2, y se propuso que un mecanismo de inhibicién no competitiva del calcio para
la captacion y transporte de hierro a través de DMT1, donde Ca?* se une a un supuesto sitio
alostérico no catalitico de DMT1. Sin embargo, hasta ahora no hay evidencia experimental
reportada que haga seguimiento en tiempo real a DMT1 y FPN, para comprender como el
calcio extracelular puede afectar el movimiento de estas proteinas transportadoras durante la
absorcion de hierro. Thompson y col. (2010) mostraron una disminucion significativa de los
niveles DMTL1 en la membrana celular de las células Caco-2 polarizadas tratadas durante 4
horas con 2,5 mM de CaClz, con 30 uM de citrato de amonio férrico o con ambos metales,
sin efecto en la expresion celular total de DMT1; ademas, no observaron diferencias en la
expresion de FPN total o en la fraccion de FPN correspondiente a la membrana celular para
los diferentes tratamientos. Sus hallazgos apoyan la hipotesis de que el calcio ejerce un efecto
inhibitorio en la membrana apical al disminuir los niveles de DMT1 en la membrana celular.
Sin embargo, varios autores (Gaitan y col., 2011b; Herrera 'y col., 2015; Beck y Coad, 2017)
han sefialado que el efecto inhibidor observado puede resultar del uso de citrato, que es un
inhibidor de la absorcion de hierro en humanos. Por otro lado, Lénnerdal (2010) incubé
células Caco-2 polarizadas, en el medio apical con medio sin suero que contenia 1 uM de
FeSO4 (marcado con °°Fe) junto con 0 0 100 uM de CaCly, y encontré que después de 1,5
horas de exposicion, la expresion de DMT1 total se redujo ligeramente (p = 0,06) y la
expresion de FPN total no se vio afectada, pero la FPN unida a la superficie disminuy6
significativamente.

En este capitulo caracterizamos la cinética de la relocalizacion de DMT1y FPN entre
los dominios apical y basolateral de células Caco-2 polarizadas utilizando microscopia
confocal. Las células se transfectaron con los constructos pEGFP-C1-DMT1(1A/IRE(+)) y
pTagRFP-C-FPN1 por lipofeccion, y su localizacion celular después de cambiar la
concentracion de calcio en el compartimiento apical, adicionando o no hierro junto con el
cambio de concentracion de calcio, se determind a partir de imagenes capturadas desde la
membrana basal hasta la membrana apical de cada célula analizada. El calcio extracelular a
concentraciones de 1,5 mM y 3 mM indujo la relocalizacion de DMT1 desde los dominios
apical a basal, pero, cuando la concentracion de calcio fue de 10 uM, se acentud la
relocalizacion de DMT1 hacia el dominio apical. El hierro indujo una relocalizacion de
DMT1 a los compartimientos intracelulares, que fue mas rapida mientras menor era la
concentracion de Ca?* extracelular. En el caso de FPN, los cambios que se indujeron en su
localizacion no lograron ser estadisticamente significativos en ningunas de las condiciones
experimentales estudiadas; por lo tanto, el efecto inhibidor del calcio sobre la captacion de
hierro se ejerce efectivamente sobre DMT1. Los experimentos realizados indican por primera
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vez que el ciclo endocitico de DMT1 en las células Caco-2 polarizadas est4 determinado no
solo por la presencia de hierro en el compartimiento apical, sino también por la concentracién
de calcio en ese compartimiento.

3.2 Materiales y Métodos
3.2.1 Cultivo de células

La linea celular Caco-2 se continué utilizando para este estudio. Se sembraron las
células Caco-2 a una densidad de 30.000 células por cm?, en insertos bicamerales con
membrana de policarbonato permeable de 6,5 mm de diametro, tamafio de poro de 0,4 umy
area de cultivo de 0,33 cm? (Transwell®, Corning Costar®), sobre placas de 24 pocillos. Las
células se cultivaron durante 12—14 dias en DMEM con SBF al 10 % y Pen/Strep al 1 %,
manteniéndolas a 37 °C en una incubadora con 5% de CO- y 95% de aire. El medio de cultivo
fue reemplazado cada dos dias.

3.2.2 Medicion de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER)

La resistencia eléctrica transepitelial (TEER), en ohmios-cm? (Q-cm?), de las células
Caco-2 cultivadas en los insertos bicamerales, se midié empleando un voltimetro con
electrodos conocido como el sistema Millicell ERS-2 (ERS-2 Epitelial Volt-Ohm-Meter;
Millipore) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

En los experimentos realizados en este trabajo, se usaron insertos con TEER superior
a 240 Q-cm?, para evaluar el crecimiento de la monocapa epitelial y la integridad de las
uniones estrechas, ambos indicadores de la funcionalidad de la monocapa celular
diferenciada de las células Caco-2 (Alvarez-Hernandez y col., 1991; Turco y col., 2011;
Bricks y col., 2014; Ma vy col., 2002). La resistencia eléctrica transepitelial (TEER) del
intestino delgado humano es de 12-120 Q/cm? (Briske-Anderson y col. 1997; Gupta y col.
2013; Takenakay col. 2014). EI TEER maés elevado de las células Caco-2 se debe a que esta
linea celular se origino en el intestino grueso y también tienen un radio de poro de union
estrecha promedio de 3,7 A, en comparacion con 8-13 A para el intestino delgado humano
nativo (Tavelin y col. 2003).

La medicion del TEER es método sensible, ya que la presencia de pequefios espacios
en la monocapa epitelial conduce a valores TEER cercanos a los niveles del area de cultivo
sin células (Altay y col., 2019).

El TEER se evalu6 al principio y al final de cada experimento y se calculé como:

TEER = (R,, — Rp) " A¢ (Ecuacién 3.1)

donde, R,, es la lectura de resistencia obtenida para la monocapa celular (en ohm), R, es la
lectura de resistencia obtenida para el inserto con medio MEM vy sin células (100 ohm), y A,
es el area de cultivo del inserto, que en estos experimentos corresponde a 0,33 cm?.

3.2.3 Minipreparacion de ADN plasmidico de DMT1-1A/IRE(+) y FPN1

Con el fin de lograr el aislamiento de ADN plasmidico desde los vectores de
expresion EGFP-C1 y TagRFP-C, para la expresion de los genes de SLC11A2-1A/IRE(+)
(DMT1-1A/IRE(+)) y SLC40A1 (FPN), respectivamente, se utilizo la metodologia descrita
a continuacion:
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En un tubo tipo Falcon de 50 mL que contenia 4 mL de medio LB con kanamicina a
concentracion de 30 pg/mL, se prepar6 un preinoculo afiadiendo 100 pL de E. coli
TOP10 que tiene clonado el vector de expresion de DMT1 1A/IRE(+). Este
procedimiento se repitio para preparar un preinoculo para E. coli TOP10 que tiene
clonado el vector de expresion de FPN. Estos dos preindculos se incubaron por 6
horas a 37 °C con agitacion a 200 rpm.

A continuacion, se prepararon tres inoculos para el vector de expresion de DMT1
1A/IRE(+) y tres para el de FPN. Cada indculo se prepar6 como sigue: en un tubo
Falcon de 50 mL, se agregaron 4 mL de medio LB con kanamicina (a 30 pg/mL) y
400 pL del preindculo respectivo. Los inoculos se incubaron por 16 horas a 37 °C con
agitacion a 200 rpm.

Cada cultivo se centrifugd a 13.000x por 1 minuto para obtener el sedimento (pellet)
celular.

Para recuperar el ADN plasmidico de cada cultivo, se uso el kit de minipreparacion
de plasmidos GeneJET (Thermo Fisher Scientific). Este kit utiliza una tecnologia de
membrana a base de silice en forma de una columna de centrifugado, y permite
recuperar hasta 20 pg de ADN plasmidico de alto nimero de copias, y se uso
siguiendo el protocolo descrito por el fabricante, resumido en la Figura 3.1 y descrito
a continuacion:

1 Ressuspend Cells, Lyse and Neutralize
Add to the pelleted cells:
250 pL of Resuspension Solution and vortex.
250 L of Lysis Solution and invert the tube 4-6 times.
350 pL of Neutralization Solution and invert the tube 4-6 times.
Centrifuge 5 minutes.

|/

Bind DNA

Transfer the supernatant to the Thermo Scientific GeneJET Spin Golumn.
Centrifuge 1 minute.

\/

3 Wash the column

Add 500 pL of Wash Selution and centrifuge for 30-60 s.} % 2 times
Y Discard the flow-through.
N, Centrifuge empty column for 1 minute.

¥
4 é Elute purified DNA

Transfer the column into a new tube.

L_|  Add 50 pL of Elution Buffer to the column and incubate 2 minutes.
\/  Centrifuge 2 minutes.

Collect the flow-through.

Figura 3.1. Protocolo resumido para GeneJET Plasmid Miniprep Kit.
Disponible en: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K0502#/K0502.

a) Suspender las células sedimentadas en 250 L de la Solucion de Resuspension.
Transferir la suspension celular a un tubo de microcentrifuga y resuspender
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mediante agitacion vorticial o pipeteo hacia arriba y hacia abajo hasta que no
queden grumos de células.

b) Agregar 250 pL de la Solucion de Lisis y mezclar bien invirtiendo el tubo 4-6
veces hasta que la solucidn se vuelva viscosa y ligeramente transparente.

c) Agregar 350 pL de la Solucion de Neutralizacion y mezclar inmediata y
exhaustivamente invirtiendo el tubo 4-6 veces.

d) Centrifugar durante 5 minuto para sedimentar los desechos celulares y el ADN
Cromosomico.

e) Transferir el sobrenadante a la columna de centrifugacion GeneJET mediante
decantacion o pipeteo.

f) Centrifugar durante 1 minuto. Desechar el flujo continuo y volver a colocar la
columna en el mismo tubo de recoleccion.

g) Agregar 500 pL de la Solucion de Lavado a la columna de centrifugacion
GeneJET. Centrifugar durante 30 a 60 segundos y desechar el flujo continuo.
Luego, volver a colocar la columna en el mismo tubo de recoleccion.

h) Repetir el procedimiento de lavado utilizando 500 pL de solucién de lavado.

i) Desechar el flujo continuo y centrifugar durante 1 minuto adicional para
eliminar la solucion de lavado residual. Este paso es esencial para evitar el
etanol residual en las preparaciones de plasmidos.

j) Transferir la columna de centrifugacion GeneJET a un tubo de microcentrifuga
de 1,5 ml. Agreguar 50 pL del Tampon de Elucion al centro de la membrana de
la columna GeneJET para eluir el ADN del plasmido. Incubar durante 2 minutos
a temperatura ambiente y centrifugar durante 2 minutos.

5. EI ADN plasmidico purificado de cada cultivo se cuantificé utilizando el NanoDrop
(MaestroGen, Fermelo Biotec), que es un cuantificador basado en absorbancia de la
concentracion de acidos nucleicos y de proteinas, a partir de volimenes pequefios de
muestra (2uL). Para garantizar la alta calidad, pureza, integridad y concentracién del
ADN plasmidico obtenido, se descartaron las muestras con relaciones A260/A280 y
A260/A230 menores a 1,8, ya que indican una contaminacion de la preparacién de
acido nucleico con proteinas, y una contaminacion organica con reactivos (como
fenol, sales caotropicas, etanol y trizol), respectivamente (Kim y Eberwine, 2010).
Todas las muestras de ADN plasmidico aptas para su posterior uso tenian una
concentracion superior a 150 ng/pL.

6. EIl ADN del plasmido purificado asi obtenido se almacend a -20 °C hasta el momento
de su uso.

3.2.4 Transfeccion transitoria en las células Caco-2

La transfeccion es un procedimiento que consiste en la incorporacion de acidos
nucleicos exdgenos en células eucariotas, incluidos: acidos desoxirribonucleicos (ADN),
acidos ribonucleicos (ARN), asi como pequefios ARN no codificantes como siARN (ARN
de interferencia pequefio), ShARN (ARN de horquilla pequefia) y miARN (micro-ARN)
(Borawski y col., 2007; Yamano y col., 2010; Sork y col., 2016; Shi y col., 2018). En todos
los casos, los acidos nucleicos a transfectar deben permanecer en un solvente que no sea
perjudicial para la salud celular y estar libres de proteinas, de otros acidos nucleicos
contaminantes y de productos quimicos (Stewart y col., 2016).
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Los materiales genéticos incorporados (ADN o ARN) existen en las células de forma
estable o transitoria, segun la naturaleza de los materiales genéticos (Recillas-Targa, 2006).
En la transfeccion estable, los materiales genéticos introducidos se integran en el genoma
nuclear del huésped y mantienen su expresion incluso después de que las células huéspedes
se repliquen (Glover y col., 2005; Lufino y col., 2008). En cambio, los genes transfectados
de forma transitoria solo se expresan durante un periodo de tiempo limitado, generalmente
varios dias, y no se integran en el genoma de la célula huésped, por lo que no se transmite a
la descendencia celular (Kim y Eberwine, 2010; Lufino y col., 2008; Recillas-Targa, 2006).
Tanto los vectores de ADN como los de ARN se pueden utilizar para la transfeccion
transitoria, pero solo se pueden utilizar vectores de ADN para la transfeccion estable (Fus-
Kujawa y col., 2021). La transfeccion transitoria a menudo se usa para estudiar los efectos
de la expresion a corto plazo de genes o productos génicos, como la eliminaciéon o el
silenciamiento de genes con ARN inhibidores, o la produccién de proteinas a pequefia escala
(Fus-Kujawa y col., 2021). La transfeccion estable es un proceso mas largo y arduo, por lo
gue su uso se reserva para la produccién de proteinas a gran escala, la investigacion sobre la
regulacién génica a largo plazo, la generacion de lineas celulares estables, los estudios de
farmacologia a largo plazo y la terapia génica (Recillas-Targa, 2006; Kim y Eberwine, 2010).

Los métodos de transfeccion se clasifican en tres grupos: bioldgicos (transfeccion
mediada por virus), quimicos (utilizan polimeros catidnicos, fosfato de calcio, lipidos
catibnicos o aminoacidos cationicos) y fisicos (microinyeccién, transfeccion optica,
transfeccién biolistica y electroporacion) (Schenborn y Goiffon, 2000; Pfeifer y Verma,
2001; Washbourne y McAllister, 2002; O’Brien y Lummis, 2011; Elsner y Bohne, 2017;
Fus-Kujawa y col., 2021). Cada método tiene sus propias ventajas y desventajas, por lo que
la seleccion del método 6ptimo depende del disefio experimental y el objetivo, considerando
factores que incluyen el tipo y el origen de las células y la forma de los &cidos nucleicos
introducidos (Mirska y col., 2005; Fus-Kujawa y col., 2021), y debe tener una alta eficiencia
de transfeccion, baja toxicidad celular, efectos minimos en la fisiologia normal y ser facil de
usar y reproducible (Kim y Eberwine, 2010; Fus-Kujawa y col., 2021). Sin embargo, la
entrega exitosa de material genético a las células, ademés del método de transfeccion,
depende de: la cantidad, calidad y pureza del ADN; el tiempo de incubacion y la proporcién
entre el reactivo de transfeccion y el ADN; el origen, tipo, nimero de pasaje y confluencia
de las células transfectadas; la presencia o ausencia de suero en el cultivo celular; que el
cultivo celular esté libre de contaminacion (Fus-Kujawa y col., 2021).

Los métodos quimicos tienen ventajas de citotoxicidad relativamente baja, sin
mutagénesis, sin ADN portador adicional y sin limitacion de tamafio en el acido nucleico
empaquetado (Kim y Eberwine, 2010). Los métodos quimicos basados en lipidos catidnicos
se han vuelto populares debido a su facilidad de uso, alta eficiencia del método y su
aplicabilidad a una amplia variedad de tipos de células; ademas, permite entregar ADN, ARN
y proteinas de una amplia gama de masas moleculares a la célula, y se emplea para
transfecciones transitorias y estables (Huang y col., 2012; Paecharoenchai y col., 2012; Zhi
y col., 2018; Stewart y col. 2016). La transfeccién de células con lipidos catiénicos se
denomina lipofeccion (zZhi y col., 2018). Esta técnica utiliza lipidos/liposomas cargados
positivamente (cationicos) que son moléculas anfifilicas e interactian electrostaticamente
con residuos de fosfato cargados negativamente (anionicos) de los acidos nucleicos, lo que
da como resultado la compactacion del acido nucleico en un complejo liposoma/acido
nucleico (Kabanov y Kabanov, 1995; Labat-Moleur y col. 1996). La entrada del complejo de
liposomas en la célula puede ocurrir por endocitosis o fusién con la membrana plasmatica a
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través de los restos lipidicos del liposoma, seguida de liberacion del complejo en el
citoplasma (Gao y Huang, 1995). En ADN transfectado necesita ser transportado al nucleo,
mientras que el ARN permanece dentro del citoplasma (Ewert y col., 2010).

La Lipofectamina™ 2000 (Life Technologies™, Invitrogen™) y sus derivados se
utilizan ampliamente para experimentos de transfeccion transitorios y estables (Dalby y col.,
2004). Es un reactivo de transfeccion utilizado en cultivos celulares in vitro para la
transfeccion por lipofeccién de ARN (incluidos ARNm y ARNsi) o ADN plasmidico, y
consiste en una formulacion catidnica de liposomas, que forma complejos con moléculas de
acido nucleico cargadas negativamente para permitirles superar la repulsion electrostatica de
la membrana celular e ingresar en el citoplasma (Dalby y col., 2004; Siméikova y col., 2015;
Zylberberg y Matosevic, 2016).

Opti-MEM® | (Opti-MEM™ | Reduced Serum Medium, Gibco™), es una
modificacion del Medio Esencial Minimo (MEM), tamponado con HEPES y bicarbonato de
sodio, y suplementado con insulina, transferrina, hipoxantina, timidina, piruvato de sodio, L-
glutamina y oligoelementos, lo cual permite una reduccion de la suplementacion de suero
bovino fetal en al menos un 50 % sin cambios en la tasa de crecimiento o la morfologia. El
uso de este medio se recomienda con reactivos de transfeccion de lipidos cationicos, como
Lipofectamina™ 2000, ya que mejora la eficiencia de la transfeccion con respecto a los
medios que deben suplementarse con SBF, debido a que las proteinas séricas compiten con
los complejos de ADN plasmidico:liposomas por los receptores de la superficie celular para
entrar en las células (Khammanit y col., 2008; Chen y col., 2017; Hu y col., 2018; Ivanovic
y col., 2018; Zou y col., 2004).

Considerando los objetivos de los experimentos a desarrollar en este trabajo, para
determinar, mediante microscopia confocal, el movimiento en tiempo real de DMT1-
1A(+IRE) marcada con proteina fluorescente EGFP (DMT1-EGFP), y FPN marcada con
proteina fluorescente TagRFP (FPN-TagRFP), inducido por la presencia de diferentes
concentraciones de calcio extracelular, en presencia o en ausencia de un desafio de hierro no
hemo extracelular, las células Caco-2 polarizadas se transfectaron de forma transitoria con
los constructos pEGFP-C1-DMT1(1A/IRE(+)) y pTagRFP-C-FPN1 por lipofeccion,
utilizando Lipofectamina™ 2000 como transportador del ADN plasmidico, como se describe
a continuacion:

1. Calcular el volumen de ADN plasmidico a utilizar por cada inserto.

A’reainserto (sz) ' ADNporinserm (%)

Concentracion de ADN (Z—‘g)

Volumen,py,(ul) =

- (n%insertos) (Ecuacion 3.2)

donde, el area de cada inserto (Area,sereo) €S de 0,33 cm?, Concentracién de ADN es
la concentracion de ADN plasmidico obtenido por minipreparacion y medido por
NanoDrop, n2insertos es el nimero de insertos a transfectar, y la razon ADN,,, inserto
utilizada en este trabajo fue de 2 pg/cm?.

2. Para cada inserto a transfectar, preparar las siguientes soluciones:
Solucién 1: diluir 10 pL de Lipofectamina™ 2000 en 300 uL de Opti-MEM® 1.
Mezclar suavemente e incubar por 5 minutos.
Solucién 2: diluir el volumen calculado de ADN plasmidico de DMT1 en Opti-MEM®
I hasta completar 200 pL. Mezclar suavemente e incubar por 5 minutos.
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Solucién 3: diluir el volumen calculado de ADN plasmidico de FPN en Opti-MEM® |
hasta obtener 200 pL. Mezclar suavemente e incubar por 5 minutos.

3. Combinar las soluciones anteriores (volumen final de 700 uL), e incubar la mezcla por
30 minutos a temperatura ambiente.

4. Retirar el medio de los compartimientos apical y basolateral de los insertos, lavarlos
con PBS, y agregar 100 pL de la solucion con ADN en el compartimiento apical y 600
ML en el compartimiento basolateral.

5. Luego de 6 horas, retirar el medio de transfeccidn y agregar en los compartimientos
apical y basolateral DMEM suplementado con 10 % SBF, para ayudar a minimizar los
efectos toxicos del reactivo de transfeccion.

3.2.5 Lectura de la fluorescencia de DMT1-EGFP y FPN-TagRFP

Una vez formada la monocapa celular, 48 horas antes de la experimentacion, se
realizé la transfeccion transitoria del ADN plasmidico de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP y FPN1-
TagRFP en las células Caco-2, utilizando el reactivo Lipofectamina™ 2000 (Invitrogen™),
como se describi6 en la seccion anterior.

Posteriormente, 24 horas antes de realizar los experimentos, se retiré el medio DMEM
con 10 % SBF de los insertos, se lavaron los compartimientos apical y basal con PBS, y se
agregd en ambos compartimientos medio MEM sin rojo fenol, con 1,5 mM de CaCl, y
suplementado con 2 % de SBF bajo, con el fin de maximizar la ubicacion de DMT1 en la
membrana apical al privar a las células Caco-2 de hierro (Thumser y col., 2010; May col.,
2002), evitar la proliferacion celular y disminuir la cantidad de transferrina disponible en el
medio de cultivo (Huebers y col., 1987).

Justo antes de iniciar los experimentos, se retird el medio de cultivo de los insertos,
estos se lavaron con PBS, y se agregaron 10 pL de MEM sin rojo fenol y sin FBS, con
concentracion de calcio libre de 1,5 mM en el medio apical de los insertos.

Con el microscopio de barrido laser confocal Zeiss LSM710 Meta (Carl Zeiss,
Gottingen, Alemania), se localizé al menos una célula Caco-2 del inserto transfectada
positivamente con los dos ADN plasmidicos (DMT1-1A/IRE(+)-EGFP y FPN- TagRFP) y
usando el modo zscan del microscopio se realizd una lectura de la fluorescencia a lo largo
del eje basal a apical (eje Z) de las células, tomando cortes Opticos fijos de 1,5 um, que se
utiliza como control de la localizacién de los transportadores al inicio de la observacion.

Para analizar el efecto de la variacion de la concentracion de calcio extracelular en la
relocalizaciéon de los transportadores DMT1 y FPN, al finalizar la primera lectura de la
fluorescencia en el eje basal a apical, se agregaron 65 L de uno de los siguientes tres medios
(sin suplementacion con SBF), segun el caso a analizar:

a) MEM sin rojo fenol, con concentracion de calcio libre reducida con EGTA, para que

75 WL los totales de medio en el compartimiento apical alcancen una concentracion
final de calcio de 10 uM;
b) MEM sin rojo fenol, con concentracion de calcio libre de 1,5 mM en forma de CaCly;
¢) o MEM sin rojo fenol, suplementado con CaCly, para que 75 L los totales de medio
en el compartimiento apical alcancen una concentracion final de 3 mM de calcio libre;

y las lecturas de la fluorescencia de DMT1-EGFP y FPN-TagRFP se continuaron por
aproximadamente 40 minutos.
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Para analizar el movimiento de DMT1 y FPN entre compartimentos celulares en
funcién de un suministro de hierro y de la concentracion de calcio extracelular, al finalizar la
primera lectura de la fluorescencia en el eje basal a apical, se agregaron 70 pL de uno de los
siguientes tres medios (sin suplementacién con SBF), segun el caso a analizar:

d) MEM sin rojo fenol, con concentracion de calcio libre reducida con EGTA, y con
Sulfato de Amonio Ferroso (FAS), para que 80 pL los totales de medio en el
compartimiento apical alcancen una concentracion final de calcio de 10 uM y de FAS
de 10 uM;

e) MEM sin rojo fenol, con concentracion de calcio libre de 1,5 mM en forma de CaCly,
y con FAS a concentracion final de 10 pM;

f) o MEM sin rojo fenol, suplementado con CaCl, y con FAS, para que 80 pL los totales
de medio en el compartimiento apical alcancen una concentracion final de calcio libre
de 3mMy de FAS de 10 pM,;

y la captura de cortes dpticos para realizar la lectura de la fluorescencia de DMT1-EGFP y
FPN-TagRFP continu6é por 40 minutos aproximadamente o hasta que la fluorescencia de
ambos transportadores se apago.

El seguimiento de la localizacion en el tiempo de DMT1-EGFP y FPN- TagRFP ante
las diferentes condiciones experimentales propuestas, puede realizarse detectando el espectro
de emision de los fluor6foros EGFP y TagRFP con el microscopio confocal. El espectro de
emisién de cada sonda fluorescente es emitido luego estimularla con ondas electromagnéticas
de longitud de onda particular (espectro de absorcidn o excitacion) (Vicente y col., 2007).
Las proteinas fluorescentes EGFP y TagRFP tienen espectros de excitacion/emision de
488/526 nmy 543/623 nm, respectivamente, y su distribucion intracelular puede obtenerse al
mismo tiempo registrando sus sefiales de fluorescencia en canales de deteccion diferentes.
Un objetivo de inmersion en aceite (63x/1.40) y un zoom de escaneo de 2.0 fue utilizado en
las mediciones. Con el software ZEN 3.2 Blue Edition (ZEISS) se analizaron las mediciones
de fluorescencia obtenidas en el microscopio confocal para DMT1-EGFP y FPN- TagRFP.

3.2.6 Correccion del fotoblanqueo de los valores de fluorescencia de DMT1y de FPN

Las proteinas fluorescentes codificables genéticamente, como GFP y RFP, son
herramientas de vital importancia ya que proporcionan informacion valiosa tanto en la
investigacion basica como en las aplicaciones clinicas (York y col., 2019). Estas proteinas
son usadas ampliamente en aplicaciones de imagenes celulares para revelar la ubicacion de
las proteinas, para monitorear las respuestas y procesos celulares en tiempo real (Visser y
col., 2009; Suhling y col., 2002)

La utilidad de una proteina fluorescente determinada para un experimento especifico
depende en gran medida de su brillo efectivo y fotoestabilidad general; sin embargo, el brillo
de las proteinas fluorescentes esta limitado por el fotoblanqueo irreversible de los fluor6foros
(Chaudhry y col., 1989; Menter y col., 1995; Robinson y col., 1998; Dean y col., 2011). El
fotoblanqueo es la disminucién irreversible de la intensidad de la fluorescencia después de
la exposicion al laser de excitacion, causado por el cambio quimico de un fluoroforo excitado
a una especie que no emite fluorescencia, eliminando asi la informacion potencialmente Gtil
que puede brindar la fluorescencia de la proteina (van den Engh y Farmer, 1992; Marcu y
col., 1999; Lee y col., 2001; Dean y col., 2011).

78



Se han identificado diversos factores que causan el fotoblanqueo y que dificultan que
este proceso pueda evitarse por completo, como: (i) la presencia de oxigeno en la muestra en
estudio (por fotooxidacion) (Benson y col., 1985), (ii) la intensidad de la radiacion de
excitacion, ya que las intensidades altas implican altas tasas de fotoblanqueo (Marcu y col.,
1999), (iii) el microentorno quimico en el que se encuentra el fluor6foro (Ma y col., 2006).
El oxigeno es el factor mas importante que interviene en el fotoblanqueo, por lo que la
literatura sugiere desoxigenar las muestras con argon o nitrégeno (Song vy col., 1995; Ma 'y
col., 2006). Sin embargo, en esta investigacion la desoxigenacion no podria implementarse
ya que las células necesitan oxigeno.

En muestras biologicas complejas y heterogéneas, los fluoréforos generalmente se
fotoblanqueen a diferentes velocidades con la irradiacion (Marcu y col., 1999). Las
desintegraciones de la intensidad de la fluorescencia en las proteinas a menudo muestran un
comportamiento complejo, cuyo origen puede resultar de multiples conformaciones (estado
fundamental), dindmicas de proteinas, relajacion espectral u otras interacciones entre los
fluordéforos y su entorno (Lakowicz, 1999). El decaimiento de la fluorescencia de una
proteina generalmente se describe mediante un modelo multi-exponencial, ya que
proporcionan un mejor ajuste que un modelo mono-exponencial (Lee y col., 2001;
Wihodarczyk y Kierdaszuk, 2003).

La descripcion del decaimiento de la fluorescencia de una proteina con un modelo
mono-exponencial esta dada por:

I(t)=1,-e7t" (Ecuacién 3.3)

donde I(t) es la intensidad de fluorescencia en el tiempo ¢, I, es la intensidad en t = 0,
también conocido como la amplitud o el factor preexponencial, y 7 es el tiempo de vida de la
fluorescencia, que corresponde al tiempo que un fluoréforo permanece en su estado excitado
después de la excitacion, y depende del entorno que rodea al fluoréforo (presion, temperatura,
etc.) (Hirayama y col., 1991; Lampert y col., 1983; Lee y col., 2001; Wilodarczyk y
Kierdaszuk, 2003; Vissery col., 2009). Se ha demostrado que el pH y la viscosidad no afectan
el tiempo de vida de la fluorescencia (7) de GFP y RFP (Heikal y col. 2001; Suhling y col.
2002).

Cuando los fluréforos de la proteina fluorescente poseen mas de un tiempo de vida,
el decaimiento de la fluorescencia puede representarse con el modelo multi-exponencial dado
por:

M
1(t) = Z aj- e (Ecuacién 3.4)
j=1
donde a; y t; representan las amplitudes y los tiempos de vida de los M componentes
exponenciales del decaimiento de la fluorescencia, respectivamente (Wtodarczyk vy
Kierdaszuk, 2003; Vicente y col., 2007; Laine y col., 2012).

Para las dos proteinas fluorescentes utilizadas en los experimentos desarrollados en
este trabajo, el decaimiento de la fluorescencia es heterogéneo, debido a que en EGFP y
TagRFP pueden existir en dos o mas poblaciones principales donde la fluorescencia del
fluoréforo en una conformacion estd mas extinguida que la de la(s) otra(s) conformacién(es)
(Bae y col. 2003; Borst y col. 2005). Se demostrado previamente que una funcion mono-
exponencial no es un modelo adecuado para describir las mediciones del decaimiento de la
fluorescencia de GFP y RFP, y se han propuesto modelos de decaimiento bi y tri-
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exponenciales, dependiendo de la longitud de onda de excitacion y emision usada (Uskovay
col., 2000; Cotlet y col., 2001; Heikal y col. 2001; Hess y col. 2003; York y col., 2019).

Considerando la evidencia anterior y el pronunciado fotoblanqueo que tiene lugar
durante las lecturas de la fluorescencia de pEGFP-C1-DMT1(1A/IRE(+)) y pTagRFP-C-
FPN1 obtenidas con microscopia confocal, es necesario realizar la correccion de los valores
de fluorescencia obtenidos para lograr caracterizar efectivamente el movimiento de las
proteinas trasportadoras DMT1-1A/IRE(+) y FPN en las células Caco-2 inducido por la
variacion de la concentracion de calcio extracelular, con/sin un desafio de hierro. Por ello,
decaimiento de la fluorescencia de cada proteina analizada se ajustara a un modelo multi-
exponencial, seleccionando aquel que brinde el mejor ajuste con el menor nimero de
componentes exponenciales, y luego se realizara la correccion del fotoblanqueo de cada
proteina. Para ello, se siguid la metodologia descrita a continuacion:

1. Utilizando el software ZEN 3.2 Blue Edition, visualizar las imagenes de fluorescencia
obtenidas en el microscopio confocal, y seleccionar un area que durante todo el
tiempo de observacion y en todos los cortes tomados a lo largo del eje basal-apical,
delimite la zona que se corresponda con el interior de la célula vista trasversalmente.
Luego, extraer los datos de fluorescencia correspondientes a la célula en estudio.
Considerar que la célula pudo moverse durante el tiempo de observacion; en ese caso,
el area que delimita la célula debe moverse en el tiempo en el cual esta se movid, para
que la delimite nuevamente, y desde ese tiempo los datos de fluorescencia se extraen
desde la nueva ubicacion de la célula.

2. Seleccionar varias areas en las imagenes de fluorescencia obtenidas que no
pertenezcan a la célula en estudio, de forma tal que estas &reas nunca se superpongan
con zonas correspondientes al interior de una célula. Los datos asi obtenidos
corresponderan a la fluorescencia base (background) del inserto para cada espectro
de fluorescencia analizado.

3. Calcular el promedio de la fluorescencia base (background) de EGFP y de TagRFP,
para cada tiempo y cada corte en el eje basal-apical.

4. A las fluorescencias de las proteinas DMT1-EGFP y de FPN1-TagRFP de la célula
en estudio, obtenidas con el software ZEN 3.2 Blue Edition, restarle el promedio de
la fluorescencia base correspondiente, y asi obtener la fluorescencia neta que
representa a cada proteina transportadora observada en el interior de la célula.

5. Parasecuencia de lectura tomada desde el extremo basal al apical de la célula, obtener
la fluorescencia total de cada proteina fluorescente, sumando la fluorescencia de cada
uno de los cortes opticos tomados a lo largo del eje basal-apical.

Normalizar la fluorescencia total calculada para DMT1-EGFP y de FPN1-TagRFP.

7. Ajustar los datos de intensidad de fluorescencia normalizados de cada proteina a un
modelo multi-exponencial que represente el decaimiento de esta fluorescencia. Este
ajuste se realiza minimizando la suma del error cuadratico medio (MSE) entre el valor
de fluorescencia medido y el valor de fluorescencia predicho utilizando modelos con
uno, dos 0 mas términos exponenciales. Luego, la bondad del ajuste de cada modelo
se evalGia mediante el calculo del coeficiente de determinacion R?, seleccionando

aquel que tenga el menor nimero de términos exponenciales, con un valor de R?

cercano a 1 y que no sea significativamente menor que el R? del modelo con un

término exponencial adicional.

S
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8. Corregir el fotoblanqueo de DMT1-EGFP y de FPN1-TagRFP, dividiendo cada valor
de la fluorescencia total original entre el valor dado por la funcion multi-exponencial
encontrada para el instante de tiempo correspondiente.

Fluorescenciaryiq; (t)
1)

9. Mostrar los cambios en la fluorescencia en los cortes Opticos tomados en el eje basal-
apical de cada célula, y asi visualizar y analizar la cinética del movimiento de DMT1
y de FPN en las celulas Caco-2 polarizadas después exponerlas a diferentes
concentraciones de calcio en el medio apical, suplementando o no con hierro.

F luorescenciaTotalmregi )= (Ecuacién 3.5)

3.2.7 Perfiles de distribucion de DMT1y de FPN

Con el objetivo de comparar la localizacion de DMT1 y FPN desde la membrana
basal a la apical en las células observadas bajo las mismas condiciones experimentales, y asi
determinar si dicha localizacién se vio o no afectada de manera similar, se decidio graficar
los perfiles de distribucion de estas proteinas segun los valores de fluorescencia obtenidos.
Para ello, una vez corregido el efecto del fotoblanqueo en la fluorescencia de DMT1 y de
FPN, se siguio la metodologia descrita a continuacion:

(i) Teniendo en cuenta que la altura de las células Caco-2 analizadas no son iguales, se

normaliz6 el nimero de cortes Opticos obtenidos en cada caso a valores entre 0 y 1,

utilizando la siguiente ecuacion para obtener el eje basal-apical normalizado:

N°corte actual — 1

Necorte,ormatizado = (Ecuacién 3.6)

N°cortes totales — 1

(ii) El &rea bajo la curva obtenida al graficar la fluorescencia alcanzada por DMT1 o FPN
en cada corte dptico realizado el eje basal-apical de cada célula para un instante de
tiempo determinado, es decir, el area bajo la curva obtenida al graficar el perfil de
distribucion de cada proteina es directamente proporcional a la concentracion de la
proteina analizada en cada una de las células. Considerando que esta concentracion
en cada corte Optico variara segun la altura de la célula, es necesario normalizar el
area bajo la curva de cada perfil de distribucién en cada instante de tiempo antes de
compararlos entre si. Para ello:

1) Calcular el area bajo la curva. En este trabajo, se utilizé el método trapezoidal
para calcular esta area con respecto la separacién escalar especificada por el
nimero de cortes dpticos de cada caso. Para ello, se divide el area en trapezoides
equidistantes, se calcula el area de cada trapezoide, y se suman estas areas, como
lo indica la siguiente ecuacion (Goodwin, 1949; Kalambet y col., 2018):

AreaBC = L [1(0) +2-1 (O +l) +2-1 (0 +2 i) + -4 1(1)] (Ecuacion 3.7)
2-nc nc nc
donde AreaBC representa el area bajo la curva, nc es igual al nimero de cortes
Opticos totales menos 1 (nc = n°_cortes_totales — 1), y finalmente I(nc) es la
intensidad de la fluorescencia de la proteina analizada para cada corte Optico
normalizado.
2) Dividir la fluorescencia obtenida para cada corte dptico entre el area bajo la
curva calculada para el instante de tiempo analizado.
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3.3 Resultados y Discusion

3.3.1 Efecto del calcio extracelular en la relocalizacion de los transportadores DMT1 y
FPN

Se investigo el efecto de aumentar las concentraciones de calcio extracelular (10 UM,
1,5 mM o 3 mM Ca?*) en el compartimiento apical de las células Caco-2 polarizadas sobre el
movimiento en tiempo real de los transportadores DMT1 y FPN entre las membranas apical
y basal. Para ello, las células Caco-2 se cultivaron en insertos bicamerales, se transfectaron
con los constructos pEGFP-C1-DMT1(1A/IRE(+)) y pTagRFP-C-FPN1 y un dia antes de
seguir el movimiento de DMT1 y FPN mediante microscopia confocal, las células se
incubaron en medio MEM bajo en hierro (2 % SBF). Antes y después de la realizacion de
los experimentos se verifico que el TEER de cada inserto fuese superior a 240 Q-cm?, para
garantizar la funcionalidad de la monocapa de las células Caco-2.

Para cada concentracion de calcio extracelular analizada, se visualizaron 7 células.
En las Tablas 3.1, 3.2 y 3.3 se resumen las principales caracteristicas de cada célula Caco-2
en la cual se estudio el posicionamiento de los transportadores DMT1 y FPN utilizando el
microscopio confocal Zeiss LSM710, empleando cortes dpticos de 1,5 pum.

Realizada la medicion de la fluorescencia de los transportadores DMT1-1A/IRE(+)-
EGFP y FPN1-TagRFP con microscopia confocal, se inici0 la etapa del procesamiento de las
mediciones obtenidas. En primer lugar, para cada una de las 7 células Caco-2 analizadas en
cada condicién experimental, se selecciond un area que corresponde a la célula de interés en
todos los cortes Opticos capturados. Luego, se seleccionaron ocho areas (pequefios
cuadrados) en las que nunca se encontrara ni la célula estudiada ni alguna otra célula, de
forma tal que estas ocho zonas sélo correspondan a la fluorescencia base (background) del
inserto para cada imagen capturada. En la Figura 3.2 se muestran las areas seleccionadas para
la célula Caco-2 numero 1 observada cuando la concentracion de calcio extracelular
analizada era de 10 uM Ca?*. La seleccion de las areas para el resto de las células se encuentra
en las secciones A.3.1, A.3.2 y A.3.3 de Anexos.

Para cada célula, una vez extraidos los datos de las mediciones de la fluorescencia de
DMT1-1A/IRE(+)-EGFP y FPN1-TagRFP, se promedio la fluorescencia base de las ocho
areas seleccionadas para cada fluor6foro medido, y este promedio se le rest6 a la medicién
de fluorescencia del transportador respectivo en la célula, para obtener asi la fluorescencia
correspondiente netamente a la proteina transportadora de interés.

Tabla 3.1. Caracteristicas de la visualizacion de las proteinas DMT1-EGFP y FPN1-TagRFP en cada
célula Caco-2, utilizando microscopial confocal, cuando la concentracién de calcio extracelular era
de 10 pM.

N° de cortes Tiempo de Tiempo de
Célula Caco-2 | . .. . Altura de la observacion de po d
N opticos en el eje . . observacion
N . celula Caco-2 | un barridoen el
basal-apical . . total
eje basal-apical
1 12 16,5 um 3 min 45 min
2 11 15 um 3 min 24 min
3 11 15 ym 3 min 24 min
4 13 18 um 3 min 42 min
5 13 18 um 3 min 42 min
6 13 18 um 3 min 42 min
7 13 18 um 3 min 42 min
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Tabla 3.2. Caracteristicas de la visualizacion de las proteinas DMT1-EGFP y FPN1-TagRFP en cada
célula Caco-2, utilizando microscopial confocal, cuando la concentracién de calcio extracelular era
de 1,5 mM.

N° de cortes Tiempc_) de Tiempo de
Célula Caco-2 L . Altura de la observacion de g
N Opticos en el eje , . observacion
N . célula Caco-2 un barrido en el
basal-apical - . total
eje basal-apical
1 17 24 um 3,61 min 36,12 min
2 17 24 um 3,61 min 36,12 min
3 12 16,5 um 3 min 30 min
4 18 25,5 um 3,82 min 30,59 min
5 13 18 um 3,82 min 30,59 min
6 14 19,5 um 3 min 27 min
7 17 24 um 3,61 min 28,89 min

Tabla 3.3. Caracteristicas de la visualizacidon de las proteinas DMT1-EGFP y FPN1-TagRFP en cada
célula Caco-2, utilizando microscopial confocal, cuando la concentracién de calcio extracelular era
de 3 mM.

, N° de cortes T|empc_),de Tiempo de
Célula Caco-2 | , .. . Altura de la observacion de !
N° opticos en el eje célula Caco-2 | un barridoen el observacion
basal-apical - . total
eje basal-apical
1 13 18 um 3 min 42 min
2 13 18 ym 3 min 42 min
3 13 18 pm 3 min 42 min
4 12 16,5 um 3 min 45 min
5 14 19,5 um 3 min 45 min
6 14 19,5 um 3 min 45 min
7 14 19,5 um 3 min 45 min

Teniendo en cuenta el pronunciado fotoblanqueo que ocurre durante la medicion de
la fluorescencia, se realiz6 la correccion de los valores de fluorescencia obtenidos para
recuperar la informacion suprimida por la disminucion irreversible de la intensidad de la
fluorescencia. Para ello, se calcularon funciones mono, bi y tri-exponenciales para
representar el decaimiento de la fluorescencia de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP y de FPN1-
TagRFP en cada célula observada. Estas funciones se presentan en las Tablas 3.4, 3.5y 3.6.

El decaimiento de la fluorescencia de los transportadores, en alrededor de la mitad de
los casos, se pueden ajustar con una funcién bi-exponencial; sin embargo, analizando el
coeficiente de determinacion (R?), se observa que en el resto de los casos la funcion bi-
exponencial no brinda un buen ajuste y, en cambio las funciones tri-exponenciales
proporcionan un ajuste satisfactorio. Por lo tanto, considerando la bondad de los ajustes
obtenidos y los reportes de literatura donde se han utilizado modelos de decaimiento
exponencial triple (Uskova y col., 2000; Cotlet y col., 2001; Heikal y col. 2001; Hess y col.
2003; York y col., 2019), se seleccionaron las funciones tri-exponenciales encontradas para
ajustar el decaimiento de las fluorescencias de DMT1-EGFP y FPN-TagRFP para todas las
células. El enfoque tri-exponencial considera tres poblaciones diferentes del croméforo:

t t t
It)=a,-e "+ay,-e 2+ag-e 3 (Ecuacion 3.8)
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donde a4, a, y a3 representan las amplitudes o intensidades iniciales de fluorescencia para
cada una de las tres conformaciones asumidas para cada cromoforo, y 7, 7, Y T3 representan
los tiempos de vida de cada una de estas tres conformaciones (Wtodarczyk y Kierdaszuk,
2003; Vicente y col., 2007; Laine y col., 2012).

Area 1623691,845 nm?
Channel_1; Ch2-TL.Intensity Mean Value 3,773
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 2,955
Area 1623691,845 nm?
Channel_1_Ch2-TLintensity Mean Value 2,208
Channel_2_Ch1-T2Intensity Mean Value 3,017

Area 1623691,845 nm?
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 2,992
Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Value 1,868

O

Area 1623691,845 nm?
Channel_1_Ch2-TL.intensity Mean Value 3,391
Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Value 3,909

O

Area 188586691,536 hm? >
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 111,28
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 56,505

Area 1623691,845 nm*
Channel_1_Ch2-TL.Intensity Mean Value 2,700
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 1,000
Afea 1623691,845 nm?
Channel_1_Ch2-TLintensity Mean Value 0,782
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 1,727

Area 1623691,845 nm? 0
Channel_1_Ch2-TLIntensity Mean Value 1,818
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 1,562

Area 1623691,845 nm® (]
Channel_1_Ch2-T1.Irtensity Mean Value 2,008
Channel_2.Chi-T2 Intensity Mean Value 1,264 [

Figura 3.2. Seleccion del &area correspondiente a la célula Caco-2 #1 analizada cuando la
concentracion de calcio extracelular era de 10 uM, y de las ocho areas para determinar la
fluorescencia base del inserto (rectangulos). La intensidad de fluorescencia etiquetada como
“Channel _1_Ch2-T1” corresponde a la de FPN-TagRFP, y “Channel 2 Chl1-T1” es la fluorescencia
de DMT1-EGFP. Cada imagen fue obtenida con el programa ZEN 3.2 Blue Edition, (ZEISS).

La correccion del fotoblanqueo de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP y FPN-TagRFP se
obtuvo luego de dividir la fluorescencia original de estas sondas en cada instante de tiempo
muestreado, entre el valor predicho por la funcidn tri-exponencial en ese tiempo, como se
indicé en la Ecuacion 3.5.

La distribucion de DMT1 y FPN entre los dominios apical-basal de cada célula Caco-
2 estudiada durante el tiempo de observacién se presenta desde la Figura 3.3 a la Figura 3.8.

Hasta la fecha no se ha reportado explicitamente el porcentaje de DMT1 o de FPN
que se localiza en las membranas apicales o basales de las células Caco-2 polarizadas luego
de someterlas a una privacion de hierro. Por ello, para determinar cuantos cortes opticos se
consideraran que forman parte de la membrana apical o de la basal, se considerd la
informacidn expuesta a continuacion:

- Sehareportado que, en el estado basal, solo el 5% del transportador de glucosa 4 (Glut4)
total esta localizado en la membrana plasmatica, y que este transportador experimenta un
lento ciclo endocitico-exocitico entre los compartimentos intracelulares y la membrana
plasmatica. Sin embargo, la tasa de exocitosis de Glut4 aumenta notablemente en
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respuesta a la estimulacion con insulina, de reubicandose aproximadamente el 50% de la
proteina Glut4 en la superficie celular (Hou y Pessin, 2007).

- En estudios de deplecién de hierro, ratones de la cepa 129sv recibieron una dieta baja en
hierro durante un periodo de 8 semanas, y después de la deplecion de hierro inducida por
la dieta, la expresion de DMT1 aument6 drasticamente (por un factor de 50 a 100 veces)
en la primera parte del intestino delgado, correspondiente al duodeno proximal de los
ratones (Canonne-Hergaux y col., 1999).

Examinando los cortes mas apicales de cada célula, y asumiendo que la membrana
apical esta conformada por una quinta parte de todos los cortes dpticos en los cuales se dividio
cada célula transversalmente, se encontré que cerca del 30 % de DMT1 estaba ubicado la
quinta parte méas apical de la célula, lo cual es un valor realista teniendo en cuenta los
resultados de los reportes presentados anteriormente; podrian tomarse mas cortes opticos
dividiendo la altura de la célula por ejemplo en cuatro o tres partes, pero esto posiblemente
implicaria incluir dominios intracelulares dentro de lo que se considerara la membrana apical.
Por otro lado, teniendo en cuenta que la membrana basal es mas delgada que la apical ya que
no presenta microvellosidades, se considerara que para cada célula la membrana basal tendra
un corte dptico menos que los considerados para la membrana apical, excepto los casos donde
se tomaria un solo corte dptico, pues teniendo en cuenta que las células no poseen una altura
homogénea, sino que mas bien la mayoria presenta cierto grado de inclinacion, posiblemente
un Unico corte 6ptico tomaria proteinas que constituyen la membrana basal como parte del
citosol basal periférico. Por ello, se establecié que la quinta parte més apical de la célula sera
la membrana apical, y la quinta parte méas basal de la célula menos un corte éptico sera la
membrana basal, como se sefiala de las Figura 3.3 a la Figura 3.8.

Para cada célula se graficaron los perfiles de distribucion de cada proteina a lo largo
del eje basal—apical para tres lecturas de la fluorescencia de la célula completa: (i) la inicial,
(if) la inmediatamente posterior a la adicion del medio con la concentracion de calcio a
analizar, y (iii) la correspondiente a la lectura obtenida aproximadamente a los 24 minutos
de observacion, gue corresponden con el tiempo de observacion total de las células 2 y 3 de
la Tabla 3.1, la cuales tuvieron el tiempo de observacion méas corto. Los perfiles de
distribucion obtenidos tanto para DMT1 como para FPN se muestran en las Figuras 3.9 —
3.14. Ademas, las fracciones de DMT1 y FPN en las membranas apical y basal, luego de
incubar las células con las diferentes concentraciones de calcio analizadas, variaron como se
muestra en las Figuras 3.15 — 3.18.

Al inicio de todas las observaciones para DMTL, tanto en el conjunto de Figuras 3.3—
3.5comoenlaFigura3.9yen laFigura3.15, como se esperaba luego de someter a las células
a una privacion de hierro por 24 horas, se observo un alto grado de localizacion en la regién
apical para DMT1. Ademas, se evidencid la presencia de DMT1 en la membrana basal de las
células Caco-2 al inicio de cada observacion; esto era esperable ya que el DMT1 es necesario
para el transporte de hierro fuera de las vesiculas endociticas (Tabuchi y col., 2002), y esta
distribucion basal de DMT1 se ha reportado previamente en el duodeno de ratas y en células
Caco-2 (Yeh y col., 2000; Arredondo y col., 2006; Nufiez, 2010). Asi mismo, al inicio de
todas las observaciones para FPN, tanto en el conjunto de Figuras 3.6-3.8, como en la Figura
3.12 y en la Figura 3.18, se puede apreciar un predominio de FPN en la regién basal, pero
también se observo la presencia de FPN en el dominio apical de las células, tal como se habia
reportado anteriormente por otros investigadores (Nufiez, 2010; Ma'y col., 2006b; Thomas y
Oates, 2004).
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Tabla 3.4. Curvas multi-exponenciales que predicen el decaimiento de la intensidad de la fluorescencia de
DMT1-1A/IRE(+)-EGFP y FPN1-TagRFP para cada célula Caco-2 estudiada, cuando la concentracién de
calcio extracelular era de 10 uM.

Célula Funcién Funcion Funcién
N° Mono-Exponencial Bi-Exponencial Tri-Exponencial
Ipwr1(t) = 0,84794 - =048 Ipyr1 () = 0,23380 - g~062363 Ipyr () = 0,28293 - g~048362
+0.76698 . e—0,03789-t +0,77004 . e—0,02851-t
—0,05198 - e+0,01291-t
1 R? = 0,96666 R? = 0,99886 R? =0,99999
Ippy(t) = 1,02955 - g~ 004240 Iepn(t) = 3,24732 - 7002871t Iepn (1) = 0,81100 - g ~0,03489
—2,25575 - g~0.02464:t +1,49113 - e~0.02526:¢
_1‘30978 . e+0,02145-t
R? =0,99135 R? = 0,99246 R? = 0,99252
Ipyra(t) = 1,54354 - e ~014199C [ [0 (8) = —123,10246 - e~ 020908¢ | [0 (t) = —21,48619 - e 017633
+124,09509 - ¢~0,20687:¢ +72,58196 - ¢ 014971t
—50,10050 - g~014222
2 R?=0,87773 R? =0,99951 R? =0,99996
Ippy () = 1,46093 - e~014281¢ Ippy(t) = —118,72017 - ¢~0.20766° Ippy (t) = 38,84916 - 023173t
+119,71199 - ¢~0:20560t +0,44106 - 1584585
—38,29014 - ~024267
R? = 0,89453 R? =0,99573 R? = 0,99826
Ipyr1(t) = 1,29712 - ¢~006187:¢ Ippre () = —8,92772 - 001382 Ipwr1(t) = —8,48010 - - 013757
+10,01218 - ¢000973'¢ +9,49625 - 011634
—0,02275 - g~0:00080¢
3 R? = 0,86961 R%? =0,96788 R? =0,99989
Iy (£) = 1,25999 - ¢ ~0,05986°¢ Iepy(t) = —6,59073 - 001700t Ippn () = 4,57748 - ¢~ 008206
+7,64935 . 30,01167-t —3,34858 . 3_0‘122161
_0'23532 . e—0,00355't
R? = 0,87946 R%? =0,98128 R? = 0,99848
Ipwry () = 1,0595 - %0300 Ipyr1 (1) = 1,16265 - e=0.03372:¢ Ipyr1 () = 1,99880 - 001416
+0,16202 - g~ 024726 —1,98791 - 005078t
+0,98417 - 00625
4 R? = 0,93867 R? = 0,95076 R? =0,99979
Ippn(t) = 1,0300 - g~0:0300¢ Ippy(t) = 1,1281 - e~00325° Ippy () = 1,32520 - e~000728'
+0,1311 - e70225%¢ +0,00005 - 022003t
_0,32174 . 60,02716'15
R? =0,94778 R? = 0,9526 R? =0,99920
IDMTl(t) = 1,07238 . e—0,0294—7-t IDMTl(t) — 1,18507 . e—0,03303-t IDMTl(t) — 27,85850 . 60’0278't
+0,18721 - g~ 0.24557¢ —28,58171 - ¢0.03049¢
+1,72513 - 004921t
5 R? = 0,96458 R? =0,97813 R? =0,99999
Ippy (£) = 1,08590 - ¢ 700300 Ippy(t) = 1,21131 - ¢ 003384 Ippy (t) = 4,80386 - 002151
+0,21657 - g~ 0214181 —4,09318 - £0.03243:t
+0,28782 - 006562
R? = 0,95920 R? =0,97636 R? = 0,99952
Iy (t) = 1,2286 - e~00416 Ipyra(t) = —104,53619 - e~ 006987t | [\ 0 () = 122,67769 - 000629
+105,47611 - ¢ ~006917t +0,03813 - e~330813¢
—121,71583 - 000646t
6 R? =0,9175 R%? =0,97919 R? = 0,99947
IFPN(t) =1,31770- 004684t IFPN(t) = —84,37444 - e—0,08128't IFPN(t) = —5,78564 - e—0,0638:t
+85,35030 - g~0.08012 17,94499 . —0,04889:t
—1,16842 - 002083t
R?=0,91078 R% = 0,99416 R? = 0,99852
Ipyr1(t) = 1,12425 - e70,03355¢ Ipyr1(t) = —0,82504 - ¢~009762¢ Ipyr1(t) = —0,50477 - ¢~0:26080¢
+1,81327 . e—0,04575-t +0‘20245 . e_1'34611't
+1,30225 - 003833
7 R? =0,97102 R? = 0,99797 R? = 0,99889
Iepy(t) = 1,09194 - ~0,03556'¢ Iepy(£) = —0,20294 - = 040344t Irpy (£) = —1,70090 - ¢ ~019041
+1’19720 . e—0,03950-t +1,8614—3 . 6_0'14360't
+0,82954 - ¢~0:02928:
R? =0,97314 R? = 0,98891 R? =0,99332
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Tabla 3.5. Curvas multi-exponenciales que predicen el decaimiento de la intensidad de la fluorescencia de

DMT1-1A/IRE(+)-EGFP y FPN1-TagRFP para cada célula Caco-2 estudiada, cuando la concentracién de

calcio extracelular era de 1,5 mM.

Célula Funcion Funcion Funcién
N° Mono-Exponencial Bi-Exponencial Tri-Exponencial
Ipyr1 () = 1,02570 - e~0,02555¢ Ipyr1(t) = —0,05041 - e ~044279'¢ Ipyri(t) = 0,99409 - ¢~0,02934t
+1,05010 - ¢~002656:¢ —0,05201 - e~ 116435t
+0,05779 - ¢~0:00282:¢
1 R? =0,99791 R? = 0,99976 R? = 0,99991
Iepy(t) = 1,13396 - 001995 Iepy (£) = —0,21291 - ¢~817005:¢ Iepy (t) = 1,02239 - 004134
+1,21291 - 002274t —0,31134 - ¢~048284t
+0,28885 - ¢%00325
R? =0,92185 R%? =0,99017 R? = 0,99353
Ipyr1 () = 1,06906 - e~0,01929°¢ Ipyr1 () = —0,11659 - ¢~917169 Ippr(t) = —0,16644 - ¢~ 168878
+1,11659 - ¢~002119 +0,80260 - ¢ ~0,04063:¢
+0,36399 - ¢~0:00049
) R? =0,97030 R? = 0,99423 R? = 0,99997
Iepy(t) = 1,09780 - 001407t Iepy (£) = —0,17936 - ¢~ 941089t Iepy (£) = —0,34972 - ¢~201033:¢
+1,17936 - ¢~0.01722:¢ +0,65787 - ¢~0,00026¢
+0,69187 - ¢~007910t
R? = 0,80480 R? = 0,87484 R? = 0,92891
Ippr(t) = 1,24461 - 004615t Ippr(t) = 9,80143 - 008627t Ippr1(t) = —0,18992 - ¢~027194¢
—8,81801 - ¢ ~0,09907¢ +31,66373 - ¢~0,00111¢
—30,47618 - ¢~0,00010¢
3 R? =0,90058 R? = 0,99483 R? = 0,99999
Irpy (£) = 1,25964 - ¢~0,05040¢ Igpy (£) = —9,56113 - ¢ ~0,10576:¢ Irpn(t) = 3,68637 - @~0,05709¢
+10,54302 - e~ 0,09272:¢ —2,27180 - ~0:09920°¢
_0'42239 . e—0,00867-t
R? = 0,89859 R? = 0,99659 R? = 0,99899
Ipyr1(t) = 0,96940 - 002019t Ippr(t) = 0,71296 - 003313t Ipyr1(t) = 0,06998 - ¢~0:37705¢
+0,27348 - ¢0,00003¢ —1,08523 - ¢~0,00531t
+2,01552 - ¢~0.0108¢
4 R? =0,99325 R? = 0,99670 R? = 0,99999
Iepy (£) = 0,99358 - ¢~ 001949t Irpn(t) = 0,56136 - ~003495¢ Iepy (£) = 0,64532 - ¢~ 003279t
+0,44545 - 000609 —1,71309 - ¢ 000260t
+2,07486 - ¢~0,00273:¢
R? =0,99731 R? = 0,99849 R? = 0,99848
Ipyr1 () = 1,00607 - e~ 0:03311:¢ Ipyr1 () = 1,08147 - ¢~ 002491t Ipyr1(t) = 7,68939 - ¢~0.00592'
—0,09902 - ¢001338¢ +0,06103 - ¢~211238¢
—6,7504—3 . e—0,00348-t
5 R? = 0,99488 R? =0,99708 R? = 0,99999
Iepy (£) = 1,0399 - ¢~0.0352¢ Ippy (t) = 1,23841 - g~ 002164 Ippy (t) = 1,43595 - g ~0.02143
_0'23349 . e0,00SOS-t —0,01671 . e—1,28254--t
_0,41933 . e—0,00128-t
R? = 0,99345 R? = 0,99889 R? = 0,99895
Ipyra(8) = 1,00935 - ¢~000558¢ Ipyr1(8) = 1,02931 - ¢~000651:¢ Ipyr1(t) = —0,51355 - ¢~0.09435°
+0,03739 - g~0:25802¢ +0,19122 - g~0:21818¢
+1,32226 - ~0.01465¢
6 R? =0,93617 R? =0,95714 R? = 0,99999
Igpy (1) = 0,99981 - ¢~001213¢ Ippy (t) = 0,14801 - 006033 Iepy(t) = —0,07665 - e~ 107239t
+0,86401 - e~0,00786: +0,14152 - e ~018974
+0,93521 - ¢~000915
R? = 0,97656 R? = 0,98069 R? = 0,98879
Ipyr1(t) = 1,04553 - e~ 001042 Ipwr1 () = 0,21196 - e~000996 Ipyr1(8) = 1,32791 - = 003037
+0,82747 - e=000996 +2,14886 - ¢~003050¢
—2,47858 - g~0043941
7 R? =0,92779 R%? =0,92874 R? = 0,99960

IFPN(t) = 1,03981 - 6_0'01142.1:

R? =0,92944

Ippy (t) = +0,73877 - ¢~001088:¢
+0,29487 - ¢~0.01088¢

R? = 0,93042

Ippy (t) = 1,25922 - ¢ ~006466
+1,85963 - ¢~0.02523:¢
—2,12155 - ¢~0.06084:¢

R? = 0,98084
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Tabla 3.6. Curvas multi-exponenciales que predicen el decaimiento de la intensidad de la fluorescencia de
DMT1-1A/IRE(+)-EGFP y FPN1-TagRFP para cada célula Caco-2 estudiada, cuando la concentracién de
calcio extracelular era de 3 mM.

Célula Funcioén Funcion Funcién
N° Mono-Exponencial Bi-Exponencial Tri-Exponencial
Ipyri(t) = 0,94922 - ¢=000865¢ Ipyr1(t) = 0,08486 - ¢=0:30090 Ipyr () = 4,62914 - 001453
+0,91623 - ¢~000745t +0,23408 - ¢~011797:t
—3,86324 . e0,0l694—-t
1 R? = 0,96358 R? = 0,99414 R? = 0,99999
Ipy (t) = 0,94528 - ¢~0,00870¢ Ippy (t) = 0,88276 - ¢ 7000644t Iepy(t) = 8,04183 - ¢001074¢
+0,12020 - g~ 017438 +0,22427 - g~0 11646
—7,26166 . 60,01189-1.‘
R? =0,95133 R% = 0,99066 R? = 0,99226
Ipyr1(t) = 0,88064 - ¢~0,00906°¢ Ipyur1(t) = 0,16298 - ¢ ~048321¢ Ipur1(t) = 0,16353 - ¢ 7066863
+0,83832 - 7000737t +11,94716 - ~%,00390°¢
—11,11037 - ¢~0:00365:¢
) R? = 0,87454 R? =0,99821 R? = 0,99999
Ippy () = 0,92808 - e 7001237 Ippy () = 0,90773 - g~001162 Ippn(t) = 2,39181 - e~ 2560256
+0,09227 - g~163913¢ —2,29945 - g~3:21124
+0,90763 - e~001161t
R? = 0,96566 R? = 0,99591 R? =0,99592
Ippr () = 0,88279 - @~ 0.01395¢ Ipyr1(t) = 0,80585 - ¢~0.01088¢ Ipyr(t) = —32,50797 - ¢~ 004771t
+0,19691 - ¢~027657:t +2,73660 - ¢~0,08968¢
+30,77141 - e~ 004419°¢
3 R? = 0.92275 R? = 0,99577 R? = 0,99999
Iepy(t) = 0.94686 - 001409t Iepy (£) = 0,91786 - 001277t Iepy(t) = —7,60056 - ¢~ 0:08187:
+0,08293 - 069199t +5,52543 - ¢~0:10125¢
+3,07761 - e~003653
R? = 0,95554 R? =0,97314 R? = 0,99664
Ipyr1(t) = 1,02319 - 001470t Ipyr1(t) = —20,63806 - ¢~003217:t | [ (t) = —0,27579 - ¢~ 020286t
+21,61058 - ¢~0,03098:¢ +0,15996 - ¢ ~3:31396:¢
+1,11583 - ¢ 001728t
4 R? = 0,97559 R? = 0,99137 R? = 0,99999
Iepy (£) = 1,03782 - 000645 Iepy(t) = —0,09574 - 012794 Iepy(t) = —0,45426 - g~ 063124
+1,09446 - ¢~ 000798t +0,38746 - ¢~ 108762t
+1,06667 - e~000731t
R? = 0,95708 R% = 0,98665 R? =0,99312
Ipyur1(t) = 1,08124 - g~001412:¢ Ipyr1(t) = 58,88775 - ¢ ~0,03866 Ipyr1(t) = 11,83024 - g ~009465¢
—57,94104 - e 003948 —27,87038 - e~0.07352
+17,04619 - e~0.05636'
5 R? = 0,85236 R? = 0,96264 R? =0,99999
Iepy (£) = 1,07575 - 002013t Iepy (£) = 1,33708 - ¢ ~0.00206:¢ Iepy(t) = 0,03393 - g~0,99988¢
—0,35506 - g001918°¢ +7,88330 - ¢000665
—6,91689 . 80,00876-2?
R? =0,95121 R? = 0,99501 R? = 0,99605
Ipyri(t) = 1,06170 - ¢ ~000483:¢ Ipyr1(t) = —29,97842 - ¢~002655 Ipyr1(t) = 0,06796 - ¢~0.68217:¢
+30,95635 - 002537 —2,28546 - g~003737¢
+3,22088 - ¢~0.12768¢
5 R? =0,71021 R? = 0,98262 R? = 0,99999
Iepy (£) = 1,09649 - =0.00568¢ Iepy(t) = 31,37472 - 002993 Iepy(t) = 0,11861 - 056464t
—30,40705 - ¢~0.03148:¢ —1,28195 - ¢ ~0.05%6t
+2,16586 - ¢ ~0:02040t
R? =0,62137 R? = 0,95724 R? =0,97342
Ipyr(t) = 1,00921 - ¢~0,00438:¢ Ipyri(t) = 0,34496 - ¢~000399¢ Ipyr1(t) = —7,85874 - 003656t
+0,66015 - g=0.00399¢ +8,58017 - 003497t
+0,27820 - g~012768
7 R? =0,37151 R? =0,37315 R? =0,99999
Igpy(t) = 1,05457 - ~0,01109¢ Ippy (t) = —51,89778 - ¢~0,03050¢ Irpy (£) = —0,01148 - 009438t
+52,85384 - ¢~ 002987 +0,59656 - ¢001652
+0,42794 - g~006157t
R? =0,74718 R? =0,83148 R? = 0,99055
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Distribucién de DMT1. 10uM cacl,,. Célula 1 Distribucion de DMT1. 10uM cacl,. Célula 2
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Figura 3.3. Relocalizacion en el tiempo de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP entre los dominios apical-basal de cada célula estudiada, cuando esta se expone a 10 uM de CaCl.. Eje
“Cortes en el eje Basal a Apical” es el nimero de cortes Opticos de cada célula, donde “Ap” representa el Gltimo corte que se considerada perteneciente a la membrana apical

contando desde el corte 1, y “BI” representa el primer corte que se considerada perteneciente a la membrana basal contando desde ese corte hasta el dltimo del eje, y la suma
de la intensidad de fluorescencia de todos los cortes para cada instante de tiempo es 1.
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Distribucién de DMT1. 1.5mM Cacl,. Célula1 Distribucién de DMT1. 1.5mM Cacl,. Célula 2
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Figura 3.4. Relocalizacion en el tiempo de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP entre los dominios apical-basal de cada célula estudiada, cuando esta se expone a 1,5 mM de CaCl,. En
el eje “Cortes en el eje Basal a Apical”, “Ap” representa el Gltimo corte que se considerada perteneciente a la membrana apical contando desde el corte 1, y “Bl” representa el
primer corte que se considerada perteneciente a la membrana basal contando desde ese corte hasta el dltimo del eje.
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Distribucién de DMT1. 3mM cacl,. Célula1 Distribucion de DMT1. 3mM CacCl,,. Célula 2
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Figura 3.5. Relocalizacion en el tiempo de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP entre los dominios apical-basal de cada célula estudiada, cuando esta se expone a 3 mM de CaCl,. En el
eje “Cortes en el eje Basal a Apical”, “Ap” representa el ultimo corte que se considerada perteneciente a la membrana apical contando desde el corte 1, y “Bl” representa el
primer corte que se considerada perteneciente a la membrana basal contando desde ese corte hasta el Gltimo del eje.
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(A) Distribucion de DMT1 en t=0min, 10,,M CaCl, (B) Distribucion de DMT1 en t=0min, 1.5mM CaCl, © Distribucion de DMT1 en t=0min, 3mM CaCl,
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Figura 3.9. Perfil distribucion de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP entre los dominios apical-basal en el tiempo inicial, para las células analizadas cuando estas se exponen a: (A) 10

uM de CaCly, (B) 1,5 mM de CaCly, y (C) 3 mM de CaCls..
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Figura 3.10. Perfil distribucion de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP entre los dominios apical-basal capturado para el instante de tiempo inmediatamente posterior a la adicion del
medio con la concentracion de calcio a analizar, para las células analizadas cuando estas se exponen a: (A) 10 uM de CaCls, (B) 1,5 mM de CaCly, y (C) 3 mM de CaCls.

95



(A) Distribucién de DMT1 en t=~24min, 10M CaCl, (B) Distribucién de DMT1 en t=~24min, 1.5mM CaCl, © Distribucion de DMT1 en t=~24min, 3mM CaCl,
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(A) Distribucién de FPN en t=~3min, 10 uM CaCl, (B) Distribucién de FPN en t=~3min, 1.5mM CaCl, © Distribucién de FPN en t=~3min, 3mM CaCl,
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3.3.1.1 Analisis del efecto del calcio extracelular en la relocalizacion de los
transportadores DMT1 y FPN, cuando el medio tiene una concentracion de 10 uM de
CaCl,

En las células donde la concentracion de calcio en el compartimiento apical
disminuy6 de 1,5 mM a 10 M, se encontré un aumento estadisticamente significativo (p <
0,05) de la concentracion de DMT1 en la membrana apical observada inmediatamente luego
del cambio de la concentracion del medio a 10 uM CaCl» respecto a la concentracion de
DMT1 inicial en el dominio apical. En la Figura 3.10(A) se puede observar que el perfil de
distribucion de DMT1 se desplaza hacia la izquierda luego de reducir la concentracion de
calcio extracelular a 10 uM, en comparacion con el perfil observado en la Figura 3.9 (A), lo
cual representa el movimiento del transportador DMT1 desde el citosol hacia la membrana
apical. Ademas, tanto en la Figura 3.3 como en la Figura 3.15(A) se aprecia claramente que
durante los primeros 9 minutos de observacion, la concentracion de DMT1 en los dominios
apicales se incrementa para todas las células analizadas en aproximadamente 12 %, lo cual
incrementaria la captacion apical de hierro ante un desafio con este metal. Sin embargo, luego
de estos 9 minutos, también se aprecia que los niveles de DMT1 apicales comienzan a
disminuir en la membrana apical, y desde el minuto 21 de observacion, la concentracion de
DMT1 apical es significativamente menor (p < 0,05) respecto a la obtenida al inicio del
experimento. En la Figura 3.11(A) como en la Figura 3.3 puede apreciarse que luego de 24
minutos de medicion de la fluorescencia, DMT1 se relocaliza mayoritariamente hacia la zona
central de cada célula estudiada. En el capitulo anterior se propuso que el Ca®* se une a un
sitio alostérico no catalitico de DMT1 que media la inhibicion no competitiva del calcio para
la captacion de hierro; esto implica que, considerando las condiciones experimentales, la
proporcion de DMT1 unida a Ca?>* o a Fe?* deberia ser muy reducida. Por lo tanto,
disminucion de DMT1 apical observada luego de 21 minutos, puede deberse a un posible
mecanismo para regular a la baja la absorcion de hierro, tal como ocurre en la
hemocromatosis hereditaria (Nufiez y col., 2010), que se ve acentuado por la mayor
disponibilidad de DMT1 libre, pues se reduce el nimero de estos transportadores unidos a
Ca?*,

En relacion con la concentracion de DMT1 en la membrana basal cuando la
concentracion de calcio en el compartimiento apical disminuy6 de 1,5 mM a 10 uM, es a
partir del minuto 18 de observacion donde se encuentra un aumento estadisticamente
significativo (p < 0,05) de la proporcion de transportadores en los dominios basales, respecto
a los detectados al inicio de las mediciones de fluorescencia, tal como se puede apreciar en
laFigura3.16(A)y la Figura 3.3. Esto deja en evidencia que el cambio inmediato que produce
la disminucién de la concentracion de calcio extracelular es la relocalizacion de DMT1 desde
el citosol hacia los dominios apicales, lo cual explicaria el aumento de la captacion de hierro
observado en el capitulo anterior (ver Figura 2.1) cuando el medio extracelular tiene una
concentracion 10 uM CaCl, de junto con un desafio de hierro, ya que se dispondria de un
mayor nimero de transportadores en la membrana apical. En el minuto 39 de observacion,
se encontrd que la concentracion de DMT1 en la membrana basal comienza a disminuir, lo
cual implica un retorno de este transportador al citosol el cual a diferencia de los resultados
presentados por Nufiez y col. (2010), no deberia estar asociado a la captacion basolateral de
hierro por DMT1 (en nuestros experimentos nunca se afiadio hierro en el medio basal), ni al
transporte de hierro por DMT1 fuera de la vesicula endocitica durante la endocitosis de
transferrina basolateral (en nuestros experimentos se utilizO medio libre de suero). Sin
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embargo, este retorno de DMT1 no indujo un aumento significativo de la concentracién de
DMT1 apical hasta el minuto 45.

Respecto al efecto de disminuir la concentracion de calcio extracelular en la
relocalizacion de FPN, se encontr0 que esta disminucidbn no produce cambios
estadisticamente significativos en la concentracion de FPN en la membrana apical durante
todo el tiempo de observacion, lo cual se hace evidente al observar la Figura 3.17(A) y la
Figura 3.6. Ademas, observd que la proporcion de FPN en la membrana basal aumenta de
manera significativa (p < 0,05), respecto a la proporcion detectada al inicio de las mediciones
de fluorescencia, a partir del minuto 36 de observacion, lo cual se puede observar en la Figura
3.18(A) y en los perfiles de distribucion de FPN mostrados en las Figuras 3.12(A), 3.13(A)
y 3.14(A), lo que deberia permitir un mayor flujo de salida de hierro desde la membrana
basolateral.

Por lo tanto, la disminucion de la concentracion de calcio extracelular de 1,5 mM a
10 uM, s6lo indujo cambios significativos en la distribucion de DMT1 en la membrana apical.
Esto refuerza la idea reportada en el capitulo anterior de este manuscrito de que el efecto
inhibitorio del calcio sobre DMTL1 durante el proceso de captacion de hierro es un efecto
verdaderamente extracelular, ya que sélo la relocalizacion de este transportador y no de FPN
se vio afectada. La relocalizacion de DMT1 hacia los dominios apicales al reducir la
concentracion de calcio del medio extracelular deberia ayudar a facilitar el transporte de
hierro a través de la célula si estas se exponen posteriormente a hierro en la camara apical.

3.3.1.2 Analisis del efecto del calcio extracelular en la relocalizacion de los
transportadores DMT1 y FPN, cuando el medio tiene una concentracion de 1,5 mM de
CaCl;

Cuando la concentracion de calcio en el compartimiento apical se mantuvo en 1,5
mM, no se produjeron cambios estadisticamente significativos en la concentracion de FPN
en la membrana apical, como puede deducirse al analizar la fraccion de FPN en la membrana
apical mostrada en la Figura 3.17(B), y la relocalizacién en el tiempo de FPN mostrada en
las Figura 3.7. Por otro lado, los niveles de FPN en la membrana basal aumentan de manera
significativa (p < 0,05), respecto a la proporcién detectada al inicio de las observaciones, a
partir del minuto 21 de observacion, como se evidencia en la Figura 3.18(B) y también
comparando el perfil de distribucion de FPN inicial (Figura 3.12(B)) respecto al perfil
obtenido luego de 24 minutos de medicion de fluorescencia (Figura 3.14(B)).

En relacién con la concentracién de DMT1, tal como se puede apreciar en la Figura
3.4 yen laFigura 3.16(B), se encontré un aumento estadisticamente significativo (p < 0,05)
de ~15 % de la concentracion de DMTL1 en la membrana basal respecto a la concentracion
de DMT1 inicial basal, inmediatamente luego del cambio del medio MEM con 1,5 mM CacCl;
y 2 % de SBF, a medio MEM con 1,5 mM CaCl,. También se encontrd una disminucion
estadisticamente significativa (p < 0,05) de ~9 % de la concentraciéon de DMT1 en la
membrana apical inmediatamente luego de dicho cambio de medio. Tanto en la Figura 3.4
como en la Figura 3.15(B) se aprecia que, desde el inicio de las observaciones, los niveles de
DMT1 en los dominios apicales disminuyen para todas las celulas analizadas. Ademas, en la
Figura 3.10(B) y Figura 3.11(B) se puede observar que el perfil de distribucion de DMT1 se
desplaza hacia el dominio basal (hacia la derecha) luego del cambio del medio en el
compartimiento apical, en comparacién con el perfil observado en la Figura 3.9 (B). Estas
relocalizaciones de DMT1 apical y basal no tienen sentido de inmediato, ya que la
concentracion de calcio del medio extracelular se mantuvo igual a 1,5 mM CaCl..
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En el suero de los seres humanos y en el suero bovino fetal (SBF), la albimina, una
proteina transportadora, es la proteina mas abundante, comprendiendo més de la mitad de la
masa proteica sérica total (Shah, 1999; Even y col; 2006; Hong vy col., 2016; Geyer y col.,
2017; Pisani y col., 2017). La fetuina, una proteina de respuesta de fase aguda, es otra
proteina que también es abundante en el suero bovino fetal, al igual que su homdloga, la
glicoproteina alfa 2-Heremans-Schmid (0¢2HS) es abundante en ¢l suero humano (Suzuki y
col., 1994; Pisani y col., 2017). Tanto la albimina y como la fetuina/a2HS del suero se unen
competitivamente a los iones de calcio (Ca?*), por lo que la concentracion de calcio libre o
i6nico es menor que la concentracion de calcio total en el suero (Tietz, 1995; Wrench y col.,
1988; Anderson 2001). La union del Ca?* a la albimina es un proceso complejo caracterizado
por multiples sitios de unidn cuya afinidad y capacidad de unién son variables (Besarab y
col., 1981); por otro lado, la actividad de union de Ca?* de la fetuina es mayor que la de la
albumina en el suero bovino fetal cuando este se recolecta en la etapa gestacional tardia
(Suzuki y col., 1994). Ademaés, se ha reportado que la transferrina, aunque es menos
abundante en el suero humano y bovino en comparacion con la albimina o la fetuina/a2HS,
también tiene la capacidad de unirse a un ion de calcio (Choi y col., 2012).

Los componentes de cualquier lote dado de SBF muestran variaciones segun la dieta
bovina, la época del afo y los lugares de donde se recolectd el producto; sin embargo, la
albumina, la fetuina y la transferrina siempre son muy abundantes en el SBF (Pedrazay col.,
2008). Por lo tanto, el SBF al ser rico en albumina, y ademas contar con altas concentraciones
de fetuina/a2HS y transferrina, aporta proteinas que actian como agentes secuestrantes de
Ca?* libre (Suzuki y col., 1994), y un efecto indirecto de estas proteinas podria ser la
disminucion de la concentracion de Ca?* libre en el medio de cultivo, aunque la concentracion
de calcio total se mantenga constante (Pacheco y col., 1993).

Considerando que en estos experimentos la concentracion de calcio extracelular se
mantuvo en 1,5 mM, y que la Unica variacion fue la eliminacién del SBF (al 2 %), el efecto
de internalizaciéon de DMT1 observado podria atribuirse a que, al eliminar el SBF, la
concentracion de Ca?* libre extracelular disponible aumenta, aunque la concentracion de
calcio total se mantiene, ya que no estarian presentes proteinas del SBF que tamponen el
calcio.

Por lo tanto, si la concentracion de Ca?* libre es menor de 1,5 mM cuando en el
compartimiento apical esta presente el medio MEM con 1,5 mM CaCl; y 2 % de SBF, debido
a la presencia de proteinas del SBF que tienen la capacidad de unirse a un ion de calcio, al
realizar el cambio del medio a MEM con 1,5 mM CaCl; sin SBF, la concentracion de Ca®*
libre aumenta, y esto explicaria por qué se induce el movimiento de DMTL1 hacia los
dominios basales de las células.

3.3.1.3 Analisis del efecto del calcio extracelular en la relocalizacion de los
transportadores DMT1y FPN, cuando el medio tiene una concentracion de 3 mM de CacCl;

En la membrana apical FPN disminuy6 de manera no significativa (Figura 3.17(C)),
y FPN en la membrana basal aumentd de manera no significativa hasta los 30 minutos de
observacion (Figura 3.18(C)). Estos cambios sutiles en la distribucion de FPN al aumentar la
concentracion de calcio extracelular de 1,5 mM a 3 mM también se aprecian al analizar tanto
la relocalizacion de FPN mostrada en la Figura 3.8, como los perfiles de distribucion de FPN
en diferentes instantes de tiempo (Figura 3.12(C), 3.13(C) y 3.14(C)).

El aumento de la concentracion extracelular de calcio indujo un aumento significativo
de DMT1 en los dominios del citoplasma basal de ~32 % (Figura 3.16(C)), debida a la
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disminucion dréastica de DMT1 de la membrana apical de ~26 % (Figura 3.15(C)). Los
niveles de DMT1 apicales sufren una gran disminucion inmediatamente después del aumento
de la concentracion de calcio de 1,5 mM a 3 mM, para luego aumentar un poco, pero de forma
no significativa entre los minutos 6 y 12 de observacion, seguidos de una disminucion de
DMT1 apical, como se muestra en la Figura 3.15(C) y en la Figura 3.5. En el perfil de
distribucion de DMT1 mostrado en la Figura 3.10(C) se aprecia que la concentracion de
DMT1 se desplaza hacia los dominios basales para el instante de tiempo inmediatamente
posterior al aumento del calcio extracelular, respecto al perfil inicial mostrado en la Figura
3.9(C), y en el minuto 24 de observacion la concentracion de DMT1 predomina en el citosol
periférico a la membrana basal y en esta membrana (Figura 3.11(C)).

La velocidad de relocalizacién de DMT1 desde los dominios apicales muestra una
dependencia evidente con la concentracion de calcio en el medio extracelular, que es mas
acentuada al inicio de los experimentos. Para cada condicidn experimental representada en
la Figura 3.15, los modelos lineales que aproximan la derivada temporal de las mediciones
experimentales después del cambio en la concentracion de calcio extracelular se obtuvieron
a través del método de la secante (Allen e Isaacson, 1998), ajustando los dos primeros puntos
de cada curva, y se presentan en la Tabla 3.7. La tasa de cambio obtenida cuando la
concentracion de calcio extracelular era de 10 uM de Ca?*, es la Ginica con pendiente positiva,
lo que indica que en este caso DMT1 en lugar de internalizarse se relocaliza hacia los
dominios apicales. Por otro lado, cuando la concentracion de calcio extracelular erade 1,5 0
3 mM de Ca?*, la tasa de cambio obtenida cuando la concentracion de calcio extracelular era
de 3 mM fue mayor (en valor absoluto) en comparacion a la obtenida con 1,5 de Ca?*, lo que
indica que la tasa internalizacion de DMT1 desde la membrana apical es mayor mientras
mayor sea la concentracion extracelular de Ca?".

Tabla 3.7. Modelos lineales de la internalizacion de DMT1 desde la membrana apical, debida a un
cambio de la concentraciéon de Ca?* extracelular. Estos modelos se ajustan a los dos primeros datos
de la fraccion de DMT1 en la membrana apical (f) en el tiempo (t) dado en minutos.

10 uM Ca?* 1,5 mM Ca? 3mM Ca*
f =+40,0056-t + 0,3076 f =-0,0092 -t + 0,2980 f =-0,0275-t + 0,3205

3.3.2 Efecto del calcio extracelular en la relocalizacién de los transportadores DMT1 y
FPN, cuando las células se desafian con 10 uM de FAS

Los resultados presentados en la seccion anterior mostraron que el aumento de la
concentracion de Ca?* extracelular produce la rapida relocalizacion de DMT1 a los dominios
basales sin un efecto aparente en la relocalizacion de FPN. Estos resultados son compatibles
con el efecto inhibitorio del calcio sobre la funcion de transporte de Fe?* a través de la
membrana apical al citoplasma por parte de DMT1, ya que mientras mayor es la
concentracion de calcio extracelular, mayor serd la internalizacion de DMT1, disminuyendo
asi el nimero de estos transportadores disponibles en la membrana apical para transportar
hierro. Ademas, el secuestro de DMT1 en el citosol y en los dominios basales de las células
se mantiene en el tiempo, ya que no se observé un retorno de DMT1 al compartimiento apical.
Por el contrario, la reduccién de la concentracion de calcio a la minima necesaria por las
células para continuar realizando sus procesos con normalidad, indujo la relocalizacién de
DMT1 hacia los dominios apicales durante los primeros 10 minutos, aumentando durante
este tiempo el nimeros de transportadores disponibles para transportar Fe?*.
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En esta seccion se investigo el efecto de un desafio de 10 pM de FAS en el
compartimiento apical de las células Caco-2 polarizadas sobre el movimiento en tiempo real
de los transportadores DMT1 y FPN entre las membranas apical y basal, cuando este desafio
se realiza en un medio con una concentracion de calcio de 10 uM, 1,5 mM o 3 mM CaCl..
Las células Caco-2 se cultivaron en insertos bicamerales, se transfectaron con los constructos
pEGFP-C1-DMTL1(1A/IRE(+)) y pTagRFP-C-FPN1 y un dia antes de seguir el movimiento
de estos transportadores con microscopia confocal, las células se incubaron en medio MEM
bajo en hierro (2 % SBF). EI TEER de cada inserto fue superior a 240 Q-cm? antes y después
de la realizacion de los experimentos, lo que garantiza la funcionalidad de la monocapa de
las células Caco-2 analizadas. Se estudiaron 6 células para cada concentracion de calcio
extracelular analizada con 10 uM de FAS. En las Tablas 3.8, 3.9 y 3.10 se resumen las
principales caracteristicas de cada una de estas células Caco-2. EI movimiento de DMT1 y
FPN se hizo utilizando el microscopio confocal Zeiss LSM710, con cortes Opticos de 1,5 pum.

Una vez realizada la medicion de la fluorescencia de los transportadores DMT1-
1A/IRE(+)-EGFP y FPN1-TagRFP con microscopia confocal, para cada una de las 6 células
Caco-2 analizadas en cada condicion experimental, se dibujé el area que corresponde a la
célula de interés para todos los cortes Gpticos. Posteriormente, se seleccionaron ocho areas
(cuadrados) en las que nunca se encontrara ninguna célula, de forma tal que estas ocho zonas
solo correspondan a la fluorescencia base (background) del inserto.

Tabla 3.8. Caracteristicas de la visualizacidon de las proteinas DMT1-EGFP y FPN1-TagRFP en cada
célula Caco-2, utilizando microscopial confocal, cuando la concentracién de calcio extracelular era
de 10 uM vy las células se desafiaron con 10 uM de FAS.

) N° de cortes Tiempc_),de Tiempo de
Célula Caco-2 | , .. . Altura de la observacion de s
N Opticos en el eje , . observacion
N . celula Caco-2 | un barridoen el
basal-apical - . total
eje basal-apical
1 14 19,5 um 4,04 min 36,32 min
2 19 27 ym 3 min 36 min
3 14 19,5 uym 3 min 48 min
4 14 19,5 um 3 min 48 min
5 14 19,5 um 3 min 45 min
6 14 19,5 um 3 min 45 min

Tabla 3.9. Caracteristicas de la visualizacion de las proteinas DMT1-EGFP y FPN1-TagRFP en cada
célula Caco-2, utilizando microscopial confocal, cuando la concentracion de calcio extracelular era
de 1,5 mMy las células se desafiaron con 10 uM de FAS.

N° de cortes Tiempo de Tiempo de
Célula Caco-2 | . .. . Altura de la observacion de g
N Opticos en el eje . . observacion
N . célula Caco-2 | unbarridoen el
basal-apical - . total
eje basal-apical
1 10 13,5 um 3,40 min 30,61 min
2 10 13,5 um 3,40 min 30,61 min
3 12 16,5 um 5,52 min 33,11 min
4 22 31,5 um 5,52 min 33,11 min
5 20 28,5 um 4,25 min 29,75 min
6 20 28,5 um 4,25 min 29,75 min
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Tabla 3.10. Caracteristicas de la visualizacion de las proteinas DMT1-EGFP y FPN1-TagRFP en
cada célula Caco-2, utilizando microscopial confocal, cuando la concentracién de calcio extracelular
era de 3 mMy las células se desafiaron con 10 uM de FAS.

N° de cortes Tiempc_) de Tiempo de
Célula Caco-2 e . Altura de la observacion de gt
N Opticos en el eje , . observacion
N . célula Caco-2 | unbarridoen el
basal-apical - . total
eje basal-apical
1 10 13,5 um 3 min 36 min
2 10 13,5 um 3 min 36 min
3 13 18 pm 3 min 39 min
4 13 18 um 3 min 39 min
5 17 24 um 3,61 min 36,13 min
6 8 10,5 um 3 min 33 min

En la Figura 3.19 se muestran las areas seleccionadas para la Célula Caco-2 nimero
1 observada cuando la concentracion de calcio extracelular analizada era de 10 uM Ca?* junto
con un desafio de 10 uM de FAS. La seleccion de las areas para el resto de las células se
encuentra en las secciones A.3.4, A.3.5y A.3.6 de Anexos.

Area 133988018,085 nm?*
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 42,035
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 24,496

Figura 3.19. Seleccion del area correspondiente a la célula Caco-2 # 1 analizada cuando la
concentracion de calcio extracelular era de 10 uM, y de las ocho areas para determinar la
fluorescencia base del inserto (rectangulos). La intensidad de fluorescencia etiquetada como
“Channel_1_Ch2-T1” corresponde a la de FPN-TagRFP, y “Channel 2 Ch1-T1” es la fluorescencia
de DMT1-EGFP. Cada imagen fue obtenida con el programa ZEN 3.2 Blue Edition, (ZEISS).
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Obtenidas las mediciones de la fluorescencia de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP y FPN1-
TagRFP, para cada célula se obtuvo el promedio la fluorescencia base de cada sonda
fluorescente usada, y este promedio se le restdé a la medicién de fluorescencia del
transportador respectivo en la célula, para obtener asi la fluorescencia correspondiente
netamente a la proteina transportadora de interés. Luego, se realizd la correccion
fotoblanqueo calculando para cada proteina en cada célula observada funciones mono, bi y
tri-exponenciales que representaran el decaimiento de la fluorescencia de DMT1-1A/IRE(+)-
EGFP y de FPN1-TagRFP. Estas funciones se presentan en las Tablas 3.11, 3.12 y 3.13.

Tal como ocurri6 en la seccion anterior, analizando el coeficiente de determinacion
(R?) se encontrd que, en alrededor de la mitad de los casos, las funciones mono y bi-
exponenciales no brindan un buen ajuste del decaimiento de la fluorescencia de los
transportadores; en cambio las funciones tri-exponenciales proporcionan un ajuste
satisfactorio. Por lo tanto, en esta seccion también se utilizaron las funciones tri-
exponenciales para ajustar el decaimiento de las fluorescencias de DMT1-EGFP y FPN-
TagRFP para todas las células estudiadas. La correccion del fotoblanqueo de DMT1-
1A/IRE(+)-EGFP y FPN-TagRFP se obtuvo dividiendo la fluorescencia original de estas
sondas en cada instante de tiempo muestreado, entre el valor predicho por la funcion tri-
exponencial en ese tiempo, como se indico en la Ecuacién 3.5.

La distribucion de DMT1y FPN entre los dominios apical-basal de cada célula Caco-
2 estudiada durante el tiempo de observacidn se presenta en las Figuras 3.20 — 3.25.

Los perfiles de distribucion de DMT1 y de FPN a lo largo del eje basal-apical se
graficaron para tres lecturas completas de la fluorescencia de las células: (i) la inicial, (ii) la
inmediatamente posterior a la adicion del medio con la concentracion de calcio a analizar, y
(iii) la correspondiente a la lectura obtenida aproximadamente a los 30 minutos de
observacion, que corresponde con el tiempo de observacion total mas corto obtenido (células
1y 2 de la Tabla 3.9). Los perfiles de distribucién tanto para DMT1 como para FPN se
muestran en las Figuras 3.26 — 3.31.

La variacion de las fracciones de DMT1 y FPN en las membranas apical y basal,
luego de desafiar a las células 10 pM de FAS en presencia de alguna de las tres
concentraciones de calcio analizadas, se muestran en las Figuras 3.32 — 3.35.

3.3.2.1 Andlisis del efecto de un desafio de 10 uM de FAS en la relocalizacion de los
transportadores DMT1 y FPN, realizado cuando el medio del cultivo tiene una
concentracion final de calcio de 10 uM de CaCl;

Los experimentos realizados revelan que cuando las células Caco-2 polarizadas se
exponen a 10 uM de FAS en la camara apical junto con /0 uM de CaCl,, aproximadamente
el 50 % del DMT1 presente en la membrana de ribete de del cepillo se internaliza dentro de
los primeros 3 minutos de exposicion, y luego los niveles de DMT1 en esta membrana se
mantiene disminuyendo pero sin presentar cambios estadisticamente significativos, tal como
se puede observar en la Figura 3.32(A) donde se presenta la fraccion de DMT1 en la
membrana apical para la condicion experimental estudiada, y en la Figura 3.20 que muestra
la relocalizacion de DMT1 durante todo el tiempo de observacion. Si para todas las células
analizadas se compara el perfil de distribucién inicial de DMT1 (Figura 3.26(A)) respecto al
perfil luego desafiar a las células con hierro en un medio con 10 uM de CaCl. (Figura
3.27(A)), se aprecia claramente que las curvas se desplazan hacia el lado basal de la célula
(hacia la derecha), lo que deja en evidencia nuevamente la rapida internalizacion del
transportador ante estas condiciones experimentales.
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Tabla 3.11. Curvas multi-exponenciales que predicen el decaimiento de la intensidad de la fluorescencia de
DMT1-1A/IRE(+)-EGFP y FPN1-TagRFP para cada célula Caco-2 estudiada, cuando la concentracién de

calcio extracelular era de 10 uM vy las células se desafiaron con 10 uM de FAS.

Célula Funcién Funcion Funcion
N° Mono-Exponencial Bi-Exponencial Tri-Exponencial
Ipyri(t) = 0,64285 - 004595 Ipur1(t) = 0,51627 - e~875602¢ Ipyr1(t) = 1,06274 - ¢~000481
+0,48373 - = 003371 +0,56596 - ¢~ 1,00696:
—0,62871 . e0,00572-t
1 R? =10,77020 R? =0,99762 R? = 0,99999
Irpy (£) = 0,69800 - ¢~ 004655 Ippy(t) = 0,44482 - ¢~846902 Irpy(t) = 1,99469 - ¢~ 000357t
+0,55518 - ¢~0,03672: +0,52000 - g~0,67163¢
—1,51480 . e0,00l99-t
R? = 0,83240 R? = 0,99815 R? = 0,99880
Ipyr1(t) = 0,72816 - ¢~004348 Ipyr1(t) = 0,29931 - ¢~0.01284 Ipuri(t) = 76,74385 - 099438t
+0,75587 - = 016297 —76,23688 - g~ 103544t
+0,49303 - ¢~0.02835:¢
2 R? = 0,82666 R? = 0,94350 R? = 0,99999
Iepy () = 0,91343 - ¢~003157 Iepy () = 0,77396 - ¢~002526' Iepy () = 0,26228 - ¢~021019
+0,24511 - ¢~ 020100 +1,11018 - ¢~001702:¢
_0‘35099 . e—0,00477-t
R? =0,95796 R? = 0,98366 R? = 0,98425
Ipyr1 () = 1,02412 - ¢~0,02297°¢ Ipyri(t) = 38,07994 - ¢~0,04019¢ Ipyr1(t) = 0,87382 - g~0:21064:¢
—37,13654 - ¢~0:04094t —1,52521 - ¢~0,11605:¢
+1,65038 - 003444
3 R? =0,97084 R? = 0,98581 R? = 0,99999
Ippn(t) = 1,12905 - e~0.02365 Ippy(t) = 1,79195 - e 003384 Ippn(t) = —0,74390 - e~ 017094t
—0,80127 - g~007930t +0,35740 - g~0:28803:t
+1,38568 - ¢ 7002928
R? =0,96198 R? =0,99829 R? = 0,99884
Ipyra(t) = 1,05540 - @~0.01849¢ Ipyr1(t) = 35,54592 - e~0.03782 Ipyra () = 1,34241 - e~017322¢
—34,58794 - 003879 —1,95583 - g 012205
+1,61292 - g ~002880¢
4 R? =0,95853 R? =0,99024 R? = 0,99988
Iepy(£) = 1,15664 - ¢~0.02360 Irpy () = 2,48635 - ¢~0.03863 Iepy(t) = —1,06191 - 018105t
—1,50143 - ¢~006986 +0,57690 - g~029820
+1,48513 - ¢ ~0.03052'¢
R? =0,94133 R? =0,99674 R? = 0,99835
Ipyr1(t) = 0,91221 - g7000343¢ Ipyri(t) = 0,44361 - ¢=005613 Ipyri(t) = 0,41514 - ¢~ 006863
+0,56557 - ¢000791 —0,02966 - e~755197¢
+0,61453 - 000650t
5 R? = 0,51511 R? = 0,99602 R? = 0,99994
Lepy (£) = 0,96804 - 000354t Iepy () = —3,04606 - ¢0.00328: Lepn (t) = 0,97476 - ¢0,00038°¢
+4,02650 - ¢00328' +0,01191 - ¢ ~2256873:¢
+0,01246 - 205984t
R%? =0,77079 R? = 0,85442 R? = 0,95967
Ipyra(t) = 1,05236 - @~000614¢ Ipyr1 () = 0,69610 - @~000572¢ Ipwr: () = 53,15322 - 001197
+0'35205 . e—0,00572-t _0,01009 . e—12,34-585-t
—52,14313 - 001221
6 R? =0,89411 R?=0,89567 R% = 0,99965
Iepy () = 1,17628 - 000018 Iepy (£) = —14,43413 - ¢0,03309t Iepy(t) = —14,17259 - —0,09678
+15,38358 - ¢~0:02827:¢ +12,20901 - ¢~ 010677t
+2,96865 - ¢ 002191
R? = 0,00045 R? = 0,88284 R? = 0,93650

107



Tabla 3.12. Curvas multi-exponenciales que predicen el decaimiento de la intensidad de la fluorescencia de

DMT1-1A/IRE(+)-EGFP y FPN1-TagRFP para cada célula Caco-2 estudiada, cuando la concentracién de

calcio extracelular era de 1,5 mM y las células se desafiaron con 10 uM de FAS.

Célula Funcion Funcién Funcién
N° Mono-Exponencial Bi-Exponencial Tri-Exponencial
Ipyri(t) = 1,06277 - e=005048¢ Ipwr1(t) = 0,37574 - g~004825¢ Ipur1(t) = 1,12104 - e~ 004713¢
+0,66239 - e~004826t —0.07480 - e~246142t
—0,04625 - e~000125¢
1 R? = 0,99403 R? = 0,99504 R? = 0,99969
Iepy(t) = 1,04352 - 004594t Iepy(t) = —0,08729 - ¢~ 921988t Irpy () = 0,34526 - e~001117¢
+1,08729 - ¢~0,04810:¢ +1,07133 - ¢ 010707t
_0'41749 . e—0,32862-t
R? = 0,96502 R? =0,97043 R? =0,97479
Ipuri(t) = 1,08954 - e0.04531¢ Ipur1(t) = 1,43249 - e~ 002764t Ipuri(t) = 1,16185 - e~ 019383
—0,384-39 . e—0,00182-t _1‘08438 . e—0,27128-t
+0,92208 - g~0:04005¢
2 R? = 0,98240 R? = 0,98746 R? = 0,99999
Irpn () = 1,01143 - 003696t Iepy (£) = —0,01847 - g~ 054247t Iepy () = 2,68215 - 003737t
+1,01814 - ¢~0.03713¢ —1,65912 - ¢~0,03740:¢
_0'02120 . e—0,2394—5-t
R? =0,98337 R? = 0,98366 R? = 0,98356
Ipyra(t) = 0,95233 - g~001936¢ Ipwr1(t) = 0,45931 - 000012 Ipyra(t) = 1,85260 - e~017424¢
+0,56085 - ¢~0.06308°¢ —1,42318 - g~024346
+0,57053 - ¢=0.00155°¢
3 R? =0,95610 R? =0,98073 R? = 0,99999
Iepy (£) = 0,92636 - ¢~002232t Iepy () = 0,44862 - ¢~000178 Irpy () = 0,08591 - 002850
+0,55504 - ¢ ~007239 +0,10043 - ¢~0,00031:¢
+0,81430 - ¢~00489%:t
R? =0,93996 R? =0,99837 R? =0,99913
Ipur1(t) = 1,04923 - e~ 001145¢ Ipwr1(t) = 0,16945 - e~ 000118 Ipmr1(t) = —0,20163 - e~10460%¢
+0,87033 - g~001533¢ +0,48086 - g~0:06489C
+0,72078 - g=0.00224¢
4 R? = 0,92452 R%? =0,92164 R? = 0,99999
Iepy (£) = 1,00140 - ¢=000771 Iepy(t) = 0,59497 - ¢000098:¢ Iepy (t) = 139,69535 - ¢ ~0.04159
+0,42224 - ¢~0,03367t —138,70238 - ¢~0,04189:¢
+0,00494 - 011423t
R? = 0,92496 R? = 0,93225 R? = 0,98862
Ipmr1(t) = 0,96235 - e 000367 Ipyra(t) = 0,91660 - @~000149°¢ Ipmr1(t) = 0,68117 - e 7063449
+0,08288 - g 7026694t —0,60645 - g~072228¢
+0,92528 - ¢~0:00186°¢
5 R? = 0,78633 R? = 0,99879 R? = 0,99999
Ippn(£) = 1,03655 - e 7000801t Ippy(t) = 1,08239 - e~0.00997 Ippn (t) = 2,79655 - e~ 000594t
—0,08257 - g 7029683t —0,07662 - g~031873¢
—1,72008 - g~000374¢
R? = 0,90780 R? =0,96114 R? = 0,96050
Ippri(t) = 1,01560 - 000479 Ipur1(t) = 1,03398 - ¢~000560¢ Ipur1(t) = 30,73468 - e~001002
—0,03610 . e—0,33243-t _0,00339 . e—4,52929't
—29,73129 - 001042t
6 R? = 0,95460 R? = 0,98586 R? = 0,99999

IFPN(t) = 1,01009 - 6_0'00075.1:

R? = 0,20950

Iepy (t) = 1,29969 - ¢ ~0,00605¢
—0,30172 - g~0.03452:t

R?>=10,71124

IFPN(t) = _24,50732 . 6_0’04554.t
+25,04862 - ¢ 004455t
+0,45373 - ¢~0.01206:¢
R? =0,97899
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Tabla 3.13. Curvas multi-exponenciales que predicen el decaimiento de la intensidad de la fluorescencia de
DMT1-1A/IRE(+)-EGFP y FPN1-TagRFP para cada célula Caco-2 estudiada, cuando la concentracién de
calcio extracelular era de 3 mM vy las células se desafiaron con 10 uM de FAS.

Célula Funcién Funcion Funcién
N° Mono-Exponencial Bi-Exponencial Tri-Exponencial
Ipyr1(8) = 1,38522 - 008011 Ippr(t) = 23,53075 - ¢~ 001545 Ipyri(t) = 11,31369 - 013195t
—22,47203 - g~0.01420¢ +2,42069 - ~0.24966't
—12,73171 - g~0:16226°¢
1 R? =0,92476 R? = 0,98932 R? = 0,99999
Iepy (t) = 1,43165 - ¢ ~0.08110¢ Ippy (t) = 10,74808 - ¢~ 001127 Iepy(t) = 3,54598 - g ~0.32041t
—9,68754 - 000838 +7,05405 - ¢~013296'
—9,59921 - ¢~0:20520t
R? =0,87609 R? =0,97192 R? = 0,99915
Ipyr1(t) = 1,04626 - ¢=005926 Iy (t) = 0,95685 - g~ 0:04454 Ipyri(t) = 0,16308 - e~227116
—0,01899 - ¢~0.04173'¢ +1,07029 - g~0.02405¢
—0,23328 . 60,01198-1.‘
2 R? = 0,97956 R? = 0,98830 R? = 0,99994
Ippn(t) = 1,07054 - =0.05330 Ippy () = 2,44582 - ~002218 Igpn(t) = 0,09464 - e~0.88986C
—1,47889 - e 7001175 +1,73537 - g~0.01600¢
—0,83065 - ¢00097¢
R? =0,97812 R? =0,99116 R? = 0,99360
Ippr(t) = 1,06083 - g 0.01619¢ Ippr1(8) = 0,84859 - ¢=002507 Ippr1(t) = 0,65263 - e~ 005714
+0,23361 - ¢%00226'¢ —0,20329 - g~ 119490
+0,55006 - g~0.00145¢
3 R? =0,95624 R? = 0,95851 R? =0,99879
Ippy () = 1,22048 - ¢ 7001120 Ippy () = 1,23347 - ¢ 7000710 Ippy(t) = 0,82594 - e~ 007898
—0,03212 - g004329¢ —0,64303 - 7037857
+0,81577 - g~0.00161t
R? = 0,74851 R? = 0,76249 R? =0,98558
Ipwra () = 1,03493 - g 7001191 Ipyra(t) = 2,95317 - g~000388¢ Ipyra () = 2,39521 - e 7009741
_1,93093 . e—0,00046-t _2'19563 . e—0,11116-t
+0,79958 - g~0:00606¢
4 R? = 0,98889 R? = 0,98989 R? =0,99999
Ippy(t) = 1,03511 - e~ 000698 Irpn(t) = 0,69706 - e~ 000695 Ippn (t) = 1,49668 - e 011948t
+0,33787 - g 7000695t —1,38515 - g 7014414t
+0,88309 - ¢~0.00287
R? = 0,89926 R? = 0,89928 R? =0,93043
Ipyr1(t) = 0,87665 - e~002237 Ipyr1(t) = 0,58435 - =0,00907: Ipyr1(t) = 0,68109 - ¢~001317:¢
+0,42230 - 7011991 +4,39416 - ¢~0.29743°
—4,07582 . e—0,31794--t
5 R? =0,92643 R? = 0,99834 R? =0,99999
Ippn (t) = 0,90292 - ¢=0.02201t Igpn(t) = 0,55817 - e~008093¢ Igpn(t) = 0,69205 - e~001238
+0,45592 - ¢~0.00242:t +1,49533 - g70:26815¢
—1,18795 - e 7035568
R? =0,93424 R? = 0,99152 R? = 0,99745
Ipyr1(t) = 0,43855 - g~0.04587¢ Ipur(t) = 0,28772 - ~002768¢ Ipyri(t) = 0,22515 - g 7001912
+0,71222 - g7079995¢ +0,61468 - g~1:20881:¢
+0,16023 - g~0.16246°¢
6 R? = 0,592838 R? = 0,99949 R? =0,99999
Iepy () = 0,50516 - e~004282 Lepy () = 0,35609 - ¢ ~0.0267:t Lppy (t) = 0,08480 - ¢~ 001809
+0,64386 - ¢ 083497 +0,64324 - ~082343
+0,27179 - ¢~0.03003¢
R? = 0,63985 R? = 0,99781 R? =0,99784
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Distribucion de DMT1. 1IIIuMCZaCI2 + 10uMFAS. Célula 1 Distribucion de DMT1. 1IIIL.|MC:aC:I2 + 10uMFAS. Célula 2 Distribucion de DMT1. 10uMCaCI2 + 10uMFAS. Célula 3
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Figura 3.20. Relocalizacion en el tiempo de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP entre los dominios apical-basal de cada célula estudiada, cuando esta se expone a 10 M de CaCl, y 10
uM de FAS. En el eje “Cortes en el eje Basal a Apical”, “Ap” representa el Gltimo corte que se considerada perteneciente a la membrana apical contando desde el corte 1,y
“BI” representa el primer corte que se considerada perteneciente a la membrana basal contando desde ese corte hasta el ultimo del eje.
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Distribucién de DMT1. 1.5mMGaGIi + 10uMFAS. Célula 1 Distribucion de DMT1. 1.5mMGaGI2 + 10uMFAS. Célula 2 Distribucion de DMT1. 1.5mMCaGI2 +10uMFAS. Célula 3
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Figura 3.21. Relocalizacion en el tiempo de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP entre los dominios apical-basal de cada célula estudiada, cuando esta se expone a 1,5 mM de CaCl, y
10 uM de FAS. En el eje “Cortes en el eje Basal a Apical”, “Ap” representa el altimo corte que se considerada perteneciente a la membrana apical contando desde el corte 1,
y “BI” representa el primer corte que se considerada perteneciente a la membrana basal contando desde ese corte hasta el altimo del eje.
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Distribucion de DMT1. :!mM(:a(:I2 +10uMFAS. Célula 1 Distribucion de DMT1. 3mMCa(:I2 + 10uMFAS. Célula 2 Distribucion de DMT1. :!mM(:a(:I2 +10uMFAS. Célula 3
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Figura 3.22. Relocalizacién en el tiempo de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP entre los dominios apical-basal de cada célula estudiada, cuando esta se expone a 3 mM de CaCl, y 10

uM de FAS. En el eje “Cortes en el eje Basal a Apical”, “Ap” representa el Gltimo corte que se considerada perteneciente a la membrana apical contando desde el corte 1,y
“BI” representa el primer corte que se considerada perteneciente a la membrana basal contando desde ese corte hasta el Gltimo del eje.
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Distribucion de FPN. 1|:IuMC:aGI2 + 10uMFAS. Célula 1 Distribucion de FPN. 1Clul||(3a(3l2 + 10uMFAS. Célula 2
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Figura 3.23. Relocalizacién en el tiempo de FPN-Tag-RFP entre los dominios apical-basal de cada célula estudiada, cuando esta se expone a 10 uM de CaCl; y 10 uM de
FAS. En el eje “Cortes en el eje Basal a Apical”, “Ap” representa el Gltimo corte que se considerada perteneciente a la membrana apical contando desde el corte 1, y “Bl”
representa el primer corte que se considerada perteneciente a la membrana basal contando desde ese corte hasta el Gltimo del eje.
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Distribucion de FPN. 1.5mMCaGI2 +10uMFAS. Célula 1
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Distribucion de FPN. 1.5mMC:aC:I2 + 10uMFAS. Célula 2
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Figura 3.24. Relocalizacion en el tiempo de FPN-Tag-RFP entre los dominios apical-basal de cada célula estudiada, cuando esta se expone a 1,5 mM de CaCl, y 10 uM de
FAS. En el eje “Cortes en el eje Basal a Apical”, “Ap” representa el Gltimo corte que se considerada perteneciente a la membrana apical contando desde el corte 1, y “Bl1”
representa el primer corte que se considerada perteneciente a la membrana basal contando desde ese corte hasta el Gltimo del eje.
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Distribucién de FPN. 3mMcCacl , + 10uMFAS. Célula 1
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Figura 3.25. Relocalizacion en el tiempo de FPN-Tag-RFP entre los dominios apical-basal de cada célula estudiada, cuando esta se expone a 3 mM de CaCl, y 10 uM de FAS.
En el eje “Cortes en el eje Basal a Apical”, “Ap” representa el ultimo corte que se considerada perteneciente a la membrana apical contando desde el corte 1, y “Bl” representa
el primer corte que se considerada perteneciente a la membrana basal contando desde ese corte hasta el altimo del eje.
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(A) Distribucion de DMT1 en t=0min, 10,,M CaCl, + 10uM FAS (B) nDistribucién de DMT1 en t=0min, 1.5mM Cacl, + 10,M FAS  (C)  Distribucién de DMT1 en t=0min, 3mM CaCI, + 10,M FAS
2 25 16

T T T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

—4— Célula 1 —4— Célula 1 —4— Célula 1
18 | ——célula 2 1 ——Célula 2 ——Célula 2
—— Célula 3 ——Célula 3 1.4 ——Célula3| |
1.6 [ |——ceélula 4 1 —+— Célula 4 —+— Célula 4
Célula 5 Célula 5 Célula 5
1.4 |——célula 6 1 —+— Célula 6 1.2 —+—Célula 6| |

N
N

o
®

o
o

N
N

Fluorescencia (Area Bajo Curva Normalizada)
Fluorescencia (Area Bajo Curva Normalizada)
Fluorescencia (Area Bajo Curva Normalizada)

0.2

I L L L

A N R SN B
A 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Eje Apical a Basal, normalizado Eje Apical a Basal, normalizado Eje Apical a Basal, normalizado
Figura 3.26. Perfil distribucion de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP entre los dominios apical-basal en el tiempo inicial, para las células analizadas cuando estas se exponen a: (A) 10
uM de CaCly y 10 uM de FAS, (B) 1,5 mM de CaCl, y 10 uM de FAS, y (C) 3 mM de CaCl, y 10 uM de FAS.
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Figura 3.27. Perfil distribucion de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP entre los dominios apical-basal capturado para el instante de tiempo inmediatamente posterior a la adicion del
medio con la concentracién de calcio a analizar, para las células analizadas cuando estas se exponen a: (A) 10 uM de CaCl, y 10 uM de FAS, (B) 1,5 mM de CaCl, y 10 uM de
FAS, y (C) 3mM de CaCl, y 10 pM de FAS.
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(A) Distribucién de DMT1 en t=~30min, 10,M CaCl, + 10,M FAS  (B) Distribucion de DMT1 en t=~30min, 1.5mM CaCl, + 10,M FAS  (C) Distribucién de DMT1 en t=~30min, 3mM CaCl, + 10,,M FAS
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Figura 3.30. Perfil distribucién de FPN-TagRFP entre los dominios apical-basal capturado para el instante de tiempo inmediatamente posterior a la adicion del medio con la
concentracion de calcio a analizar, para las células analizadas cuando estas se exponen a: (A) 10 uM de CaCl, y 10 uM de FAS, (B) 1,5 mM de CaCl, y 10 uM de FAS, y (C)
3 mM de CaCl, y 10 uM de FAS.
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(A) Fraccion de DMT1 en la membrana apical, con 10pyM (B) Fraccion de DMT1 en la membrana apical, con 1.5mM (C) Fraccion de DMT1 en la membrana apical, con 3mM
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Figura 3.32. Fraccion de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP en la membrana apical, para las células analizadas cuando estas se exponen a: (A) 10 uM de CaCl, y 10 uM de FAS, (B)
1,5 mM de CaCl, y 10 uM de FAS, y (C) 3 mM de CaCl, y 10 uM de FAS. Los resultados experimentales se presentan como las medias + D.E. de 6 células.
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Figura 3.33. Fraccion de DMT1-1A/IRE(+)-EGFP en la membrana basal, para las células analizadas cuando estas se exponen a: (A) 10 uM de CaCl, y 10 uM de FAS, (B) 1,5
mM de CaCl, y 10 uM de FAS, y (C) 3 mM de CaCl, y 10 uM de FAS. Los resultados experimentales se presentan como las medias + D.E. de 6 células.
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Figura 3.34. Fraccion de FPN-TagRFP en la membrana apical, para las células analizadas cuando estas se exponen a: (A) 10 uM de CaCl, y 10 uM de FAS, (B) 1,5 mM de
CaCl, y 10 uM de FAS, y (C) 3 mM de CaCl, y 10 uM de FAS. Los resultados experimentales se presentan como las medias + D.E. de 6 células.
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Figura 3.35. Fraccion de FPN-TagRFP en la membrana basal, para las células analizadas cuando estas se exponen a: (A) 10 uM de CaCl, y 10 uM de FAS, (B) 1,5 mM de
CaCl,y 10 uM de FAS, y (C) 3 mM de CaCl, y 10 uM de FAS. Los resultados experimentales se presentan como las medias + D.E. de 6 células.
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En el minuto 36 se observa un pequefio retorno de DMT1 a la membrana apical, pero
este tampoco es significativo. Por lo tanto, la presencia continua de hierro en la cdmara apical
con una concentracion muy baja de calcio parece permitir que los niveles de DMT1 apicales
decrezcan y alcancen rapidamente el equilibrio, lo que permitiria una gran captacién apical
de hierro inmediatamente después de exponer las células a este metal, pero limitaria la
continua captacion de Fe?* desde el medio extracelular al mantener a DMT1 internalizada.

La concentracion de DMT1 en la membrana basal aumenté drasticamente (~ 51,2 %)
cuando las células Caco-2 se expusieron a 10 uM de FAS junto con 10 uM de CaCl, y
continu6 aumentando de forma significativa hasta los 27 minutos (Figura 3.33(A)), luego de
los cuales se observan ligeros aumentos que no alcanzan a ser significativos. Si se compara
el perfil de distribucion obtenido en ~ 3 minutos (Figura 3.27(A)) respecto al obtenido en ~
30 minutos del experimento (Figura 3.28(A)), se puede apreciar que este transportador se
mueve desde la zona central de la célula a los dominios basales.

La exposicion a hierro junto con /0 uM de CaCl indujo un aumento significativo de
FPN basal (~ 35 %) durante los primeros 3 minutos de exposicion al hierro que continua
hasta el minuto 12 de observacion (ver Figura 3.23 'y Figura 3.35(A)), después del cual parece
alcanzarse un equilibrio. Por otro lado, los niveles de FPN en la membrana apical disminuyen
significativamente desde el instante posterior a la exposicion con hierro (~22 %) (Figura
3.34), y contindan descendiendo hasta alcanzarse un equilibrio luego de aproximadamente
12 minutos de observacion, que permitiria una reduccion del eflujo apical de hierro. Si se
comparan los perfiles de distribucion de FPN obtenidos al inicio del experimento (Figura
3.29(A)), y luego de 3 minutos (Figura 3.30(A)) y 30 minutos (Figura 3.31(A)), aunque se
evidencia que efectivamente FPN se reposiciona hacia los dominios basales, también es
notorio que las curvas de cada célula tienen comportamientos mucho menos homogéneos
entre si, respecto a los perfiles de distribucion observados para DMTL1. Esto implicaria que,
aunque el efecto de las condiciones experimentales aca analizadas es reposicionar FPN hacia
el compartimiento basal, su patron de reposicionamiento no es tan conservado como lo es
para DMT1.

La relocalizacion de FPN hacia los dominios basales tiene sentido ya que se necesita
de la presencia de este transportador en la membrana basal para mediar la salida de hierro
desde la célula. Sin embargo, el reposicionamiento observado para DMT1 sera el que
permitira regular la absorcion de hierro, ya que deberia dar como resultado una disminucion
de la captacion apical de hierro (Figura 2.1).

3.3.2.2 Andlisis del efecto de un desafio de 10 uM de FAS en la relocalizacion de los
transportadores DMT1 y FPN, realizado cuando el medio del cultivo tiene una
concentracion final de calcio de 1,5 mM de CaCl:

Cuando las células Caco-2 se desafian con 10 uM de FAS en la camara apical junto
con 1,5 mM de CaCly, la concentracion de FPN apical disminuyd ~28 % respecto a la
observada antes del desafio con hierro, como puede observarse en las Figura 3.24 y Figura
3.35(B). Sin embargo, esta disminucién de los niveles de FPN en la membrana apical no
Ilegaron a ser estadisticamente significativos en los experimentos desarrollados. Por otro
lado, FPN en la membrana basal aumenté ~15 % dentro de los primeros 3 minutos de
exposicion al hierro, pero, como ocurrié con los niveles de FPN apical, los cambios en los
niveles de FPN basal tampoco fueron estadisticamente significativos (Figura 3.34(B)). Si se
comparan los perfiles de distribucion de FPN para todas las células analizadas al inicio del
experimento (Figura 3.29(B)) respecto a los perfiles obtenidos luego de 3 minutos (Figura
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3.30(B)), se observan cambios muy sutiles, pero si se comparan estos con los alcanzados
luego de 30 minutos (Figura 3.31(B)), se hace notorio que solo para las células 1y 2 existe
una mayor relocalizacién de FPN hacia los dominios apicales, mientras que en el resto de las
células los cambios siguen siendo muy pequefios.

Como se puede apreciar en la Figura 3.21 y en la Figura 3.33(B), se encontrd un
aumento de ~27 % de la concentracion de DMT1 en la membrana basal respecto a la
concentracion de DMT1 inicial basal luego de 3 minutos del desafio de hierro junto con 1,5
mM de Ca?*, pero este aumento de DMT1 en la membrana basal no fue estadisticamente
significativo (p < 0,05) hasta los 10 minutos de observacion, donde los niveles de DMT1
basales habian incrementado en ~55 %. Luego de estos 10 minutos, parece alcanzarse un
equilibrio. Se encontr6 también una disminucién estadisticamente significativa (p < 0,05) de
~30 % en la concentracion de DMTL1 en la membrana apical detectada dentro de los primeros
3 minutos de observacion, que se mantiene hasta el minuto 17, luego del cual los niveles de
DMT1 vuelven a disminuir de manera significativa entre los 20 y 25 minutos de observacion,
y a partir de ese momento se evidencia un retorno significativo de DMT1 a la membrana
apical, recuperandose un 16 % del transportado hasta el minuto 33 de observacion respecto
al detectado en el minuto 25. La disminucion inicial de ~30 % observada para DMT1 apical
se corresponde con la reportada previamente por Ma y col. (2006), quienes reportaron que
dentro de los 10 minutos de la exposicion de las células Caco-2 al hierro en la membrana
apical se internalizaba mas del 30 % de DMTL1. Por otro lado, al analizar el perfil de
distribucion de DMT1 luego de 30 minutos de observacion (Figura 3.28(B)), se puede
apreciar que se la mayor concentracion de este transportador se ubica en la zona central de la
célula y no en los dominios basales, lo cual se explica por el retorno observado de DMT1
hacia la membrana apical luego de 25 minutos de exposicion al hierro.

La menor relocalizacion de FPN hacia la membrana basal, podria deberse a la menor
internalizacion de DMT1 respecto a la observada cuando las células se exponen a hierro junto
con una concentracion de calcio extracelular de 10 M, lo cual debe representar una menor
captacion de hierro desde la membrana apical, tal como se observé en el Capitulo 2 de este
manuscrito, donde se propuso que la unién de DMTL1 a hierro fue inhibida de manera no
competitiva por el calcio extracelular, lo que a su vez inhibio la captacidn de hierro mediada
por DMT1 en células Caco-2. Por lo tanto, se necesitarian menos transportadores (FPN) para
mediar la transferencia de hierro desde la célula al medio basolateral.

3.3.2.3 Andlisis del efecto de un desafio de 10 uM de FAS en la relocalizacion de los
transportadores DMT1 y FPN, realizado cuando el medio del cultivo tiene una
concentracion final de calcio de 3 mM de CaCl:

En la membrana apical, FPN disminuyd ~7 % dentro de los primeros 3 minutos de
exposicion al hierro junto con 3 mM de calcio extracelular. Aunque los niveles de FPN
apicales contindan disminuyendo durante todo el tiempo de observacién (Figura 3.34 (C)),
estos cambios nunca son significativos respecto al nivel de FPN apical detectado al inicio del
experimento. Por otro lado, FPN en la membrana basal aumenté durante todo el tiempo, pero
de manera no significativa (Figura 3.35(C)), teniendo un aumento de ~16 % en los primeros
3 minutos luego de exponer a las células con hierro. Los perfiles de distribucion de FPN en
diferentes instantes de tiempo mostrados (Figura 3.29(C), 3.30(C) y 3.31(C)) indican que
efectivamente FPN se relocaliza hacia los dominios basales en el trascurso del tiempo,
aunqgue esta relocalizacion fue mucho menor para las células 3 y 4 analizadas bajo las
condiciones experimentales descritas en este caso, donde FPN al final del experimento
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predomind en la zona central de la célula, lo cual también se observa claramente al ver la

Figura 3.25. Si se comparan estos resultados de la relocalizacion de FPN respecto a los

obtenidos en la seccion anterior, se evidencia que la disminucion de FPN apical y el aumento

de FPN basal justo después de la exposicion a hierro, es menor cuando el desafio de hierro
se realiza junto con 3 mM de CaCl» respecto a cuando se realiza con 1,5 mM de CaCly, lo que
implica una disminucion de la transferencia de hierro al medio basolateral.

Respecto a los niveles de DMT1 apicales, la exposicion de las células a hierro en el
compartimiento apical en un medio con 3 mM de CaCly, indujo la internalizacion de DMT1,
la cual es estadisticamente significativa durante todo el experimento (p < 0,05) (Figura 3.22
y Figura 3.32(C)), y durante los primeros 3 minutos de exposiciéon a hierro implicé una
reduccion de ~14 % de los niveles apicales de DMTL1. Sin embargo, esta disminucion es
menor a la reportada en la seccion anterior (de ~30 %), lo cual implica que duplicar la
concentracion extracelular de calcio reduce la concentracion de DMT1 que se internaliza. Se
encontré también un aumento estadisticamente significativo (p < 0,05) de ~20 % en la
concentracion de DMT1 en la membrana basal detectada dentro de los primeros 3 minutos
de observacion, y este aumento es estadisticamente significativo durante todo el experimento
(Figura 3.33(C)). El aumento de DMT1 basal ac& observado también es menor al observado
cuando el desafio de hierro se realiza en presencia de 1,5 mM de CaCl,. La menor
internalizacion de DMT1 observada en este caso, respecto a la reportada cuando el desafio
de hierro se realiza en presencia de 1,5 mM de Ca?*, estan acorde con la evidencia presentada
en el Capitulo 2, donde se indico que el calcio extracelular inhibe la entrada de hierro en el
cLIP de las células Caco-2 de manera dependiente de la concentracion, ya que mientras
menor sea la sustraccion de DMT1 de la membrana apical, el nimero de DMT1 que estaran
transportando Fe?* desde el medio extracelular apical hacia el citosol serd menor, lo que lleva
a una menor captacion de hierro por parte de las células.

Contrario a lo encontrado cuando las células sélo se exponen a 3 mM de Ca?*, donde
se observo una disminucion de los niveles de DMT1 desde la membrana apical de ~26 % en
los primeros 3 minutos de observacion, cuando estos 3 mM de Ca?* vienen acompafiados con
10 uM de FAS, la disminucion de la concentracién apical de este transportador fue de ~14
%. Esto indica que, si las células se exponen Unicamente a altas concentraciones de calcio,
este metal inducird una drastica internalizacion de DMTL, lo que hara que si las células se
exponen posteriormente a hierro tengan una menor captacion de este metal al haber una
menor disponibilidad de DMT1 en la membrana apical. Por otro lado, si las células se
exponen a una alta concentracién de calcio junto con un desafio de hierro, el efecto originado
por la interaccion de estos dos metales sera mantener secuestrada DMT1 en la membrana
apical, lo que traerd como consecuencia un menor transporte de hierro hacia el medio
intracelular. Estos resultados muestran que el efecto inhibitorio del Ca?* en la captacion de
hierro mediada por DMT1 en células Caco-2 dependera si este metal se presenta o no junto
con Fe?*, llevando a proponer que:

(1) Si las células Caco-2 se exponen a las altas concentraciones de calcio en el
compartimiento apical sin la presencia de hierro, Ca?* se une a un sitio alostérico no
catalitico de DMT1 y se induce la internalizacion de este transportador. Por lo tanto,
el movimiento de las vesiculas de origen apical que contienen DMTL1 dependera de
la concentracion de calcio que estas contienen.

(i) Si las células Caco-2 se exponen a las altas concentraciones de calcio en el
compartimiento apical en presencia de hierro ferroso, la mayoria de DMT1 se une a
estos dos metales, Ca?* se une a un sitio alostérico no catalitico de DMT1 y Fe?* se
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une asu sitio de unién con DMT1, y la unién de este transportador a estos dos metales
hara que se mantenga secuestrado en la membrana apical, es decir, se afecta la
capacidad de salida de DMT1 de esta membrana. Ademas, en este caso, el trafico
endosomico de las vesiculas de origen apical que contienen DMT1 no sélo dependera
de la concentracion de calcio que estas contienen, sino también de su concentracion
de hierro.

Esta propuesta también concuerda con los resultados obtenidos al exponer las células
a 10 uM de CaClz con 10 uM de FAS, donde se obtuvo la mayor internalizacion de DMT1
(~50 %) al inicio del experimento, pues al ser tan pequefia la concentracién de calcio, la
concentracion de transportadores unidos a hierro y calcio seré insignificante, lo que permitira
que la eficiencia de transporte de Fe?" por parte de los transportadores disponibles en la
membrana apical sea mucho mayor, tal como lo reflejan los experimentos con calceina.

Para cada condicion experimental representada en la Figura 3.32, los modelos lineales
que aproximan la derivada temporal de las mediciones experimentales después de la adicion
de FAS en presencia de alguna de las tres concentraciones de calcio utilizadas se obtuvieron
a traves del método de la secante, ajustando los dos primeros puntos de cada curva, y se
presentan en la Tabla 3.14. Las tasas de cambio obtenidas son mayores (en valor absoluto)
para la adicion de FAS en el medio con 10 pM de Ca?*, y estas indican que la tasa
internalizacion de DMT1 desde la membrana apical es menor mientras mayor sea la
concentracion extracelular de Ca?*.

Tabla 3.14. Modelos lineales de la internalizacion de DMT1 desde la membrana apical, debida a un
desafio de hierro (10 uM de FAS) junto con un cambio de la concentracién de Ca?*. Estos modelos
se ajustan a los dos primeros datos de la fraccion de DMTL1 en la membrana apical (f) en el tiempo (t)
dado en minutos.

10 pM de FAS y 10 uM Ca?* | 10 pM de FASy 1,5 mM Ca?* 10 pM de FAS y 3 mM Ca?*
f =—0,0504-t + 0,3039 f =—0,0238-t +0,3028 f=—0,0121"t + 0,2900

3.4 Conclusion

El objetivo principal del presente capitulo fue caracterizar experimentalmente el
movimiento de los transportadores DMT1-1A/IRE(+) y FPN1A en las células Caco-2
polarizadas a corto plazo, inducido por diferentes concentraciones de calcio extracelular en
el compartimiento apical, en presencia o en ausencia de hierro no hemo. La relocalizacion de
los transportadores se realizé utilizando microscopia confocal para realizar el seguimiento de
las proteinas fluorescentes DMT1-EGFP y FPN-TagRFP.

Usando células Caco-2 cultivadas en insertos bicamerales como modelo de epitelio
intestinal, se mostré que las mayores diferencias encontradas en la cinética de relocalizacion
de los transportadores estudiados ante distintas concentraciones de calcio se encuentran para
DMT1, ya que los cambios en los niveles de FPN en las membranas apicales y basales en la
mayoria de los casos no fueron estadisticamente significativos. Cuando las células se
exponen a altas concentraciones de calcio (3 mM), e incluso cuando se exponen a
concentraciones de calcio cercanas a las encontradas en los medios de cultivo tradicionales
(1,5 mM), disminuye significativamente la concentracion de DMT1 en la membrana apical,
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lo cual implica una reduccidn en el transporte hierro desde la membrana apical extracelular
al citosol ante un posterior desafio de hierro, siendo el calcio capaz de esta manera de regular
negativamente la captacion de hierro en las células Caco-2.

La evidencia experimental reportada en este capitulo indica que, al disminuir la
concentracion de calcio en el medio extracelular a 10 uM de CaCls, la concentracion de
DMT1 aumenta significativamente en la membrana apical, aumentando asi su disponibilidad
para la captura apical de hierro. Por otro lado, cuando el hierro se agrega en presencia de 10
uM de CaCly, la internalizacion de DMT1 ocurre de manera més eficiente, favoreciéndose
asi la captacion inicial de hierro apical e intensificAndose el proceso regulatorio de bloqueo
de la mucosa, pues la internalizacion de estos transportadores desde el dominio apical es casi
total cuando las células Caco-2 se exponen a hierro con concentraciones bajas de calcio. Por
el contrario, se observo que mientras mayor es la concentracion de calcio extracelular, mayor
sera la internalizacion de DMT1, pero si las células se exponen a estas altas concentraciones
de calcio junto con un desafio de hierro se induce una relocalizacion de DMT1 a los
compartimientos intracelulares mas lenta mientras mas elevada sea la concentracion de Ca?*,
limitando la funcion de captacion apical de hierro de DMTL1 ya que este transportador se
mantiene secuestrado en la membrana apical.

La funcion de barrera de las uniones estrechas en las células Caco-2 depende de
manera critica de la presencia de Ca®* extracelular (May col., 2000), por ello, al utilizar una
concentracion de calcio tan reducida en estos experimentos era importante verificar el TEER,
el cual siempre se mantuvo superior 240 Q-cm? a antes y después de las mediciones en el
microscopio confocal.

Los resultados reportados aca con 1,5 mM Ca?" y 10 uM de FAS estan acordes con
reportes previos sobre el analisis de la relocalizacién de DMT1 y FPN durante la absorcion
de hierro desde la membrana apical, donde se indica que en las células Caco-2 luego de una
privacion de hierro, se da la internalizacién de mas del 30 % de DMT1 luego de los primeros
minutos de exposicion a hierro (Ma y col., 2006; Ndfiez, 2010). Esto indica que en estos
reportes posiblemente las células se expusieron a hierro en un medio de cultivo con una
concentracion de calcio cercana a 1,5 mM vy, por lo tanto, existia un efecto inhibitorio en la
captacion de hierro por parte del calcio.

Se ha propuesto que el posible efecto inhibidor del calcio en la absorcion de hierro se
debe a una interaccion entre estos minerales en un punto comuan de la absorcion de hierro
hemo y no hemo (Cook y col., 1991; Hallberg y col., 1992; Lonnerdal, 2010). Varios
investigadores sefialan que esta interaccion ocurre durante la exportacion de hierro al torrente
sanguineo desde la membrana basolateral de los enterocitos, debido a que FPN es el unico
exportador de hierro celular conocido para ambas formas de hierro (Hallberg y col., 1993;
Lonnerdal, 2010); sin embargo, se ha reportado que proteinas del grupo FLVCR y ABCG2
pueden transportar hierro hemo directamente al torrente sanguineo (Krishnamurthy y col.,
2007; Chifmany col., 2014). Por otro lado, se ha reportado que la transferencia al plasma de
hierro hemo y no hemo tienen cinéticas diferentes, lo cual indicaria que estas formas de hierro
no se encuentran en un grupo de absorcion comun (Roughead y col., 2005).

Hasta ahora no se ha reportado evidencia de la relocalizacion de DMT1 y de FPN en
el tiempo debida a la presencia de calcio extracelular, en presencia o ausencia de hierro. Los
resultados aca presentados indican por primera vez que el ciclo endocitico del transportador
DMT1 en las células Caco-2 polarizadas esta determinado no sélo por la presencia de hierro
en el compartimiento apical, sino también por la concentracion de calcio en ese
compartimiento. Los hallazgos obtenidos al realizar el seguimiento de la fluorescencia verde
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de DMT1 y roja de FPN con microscopia confocal, unidos a los obtenidos a partir de los
experimentos con calceina-AM, sugieren que el calcio inhibié de manera no competitiva la
captacion de hierro mediada por DMTL1 en células Caco-2. Aunque DMT1 no media la
captacion de hierro hemo, si permite la exportacion al citosol de Fe?* liberado desde el hierro
hemo, a través de un mecanismo actualmente desconocido (Zhang y Enns, 2008; Yanatori y
col., 2016). Por lo tanto, el punto comun para la captacién de las dos formas de hierro podria
ser el transportador DMT 1.

Los resultados experimentales presentados podrian ayudar en la toma de decisiones
sobre los planes de suplementacion alimentaria de hierro y/o calcio, y en el desarrollo de
suplementos dietéticos, especialmente para los grupos poblacionales que tienen ingestas
inadecuadas de estos metales. Aunque la fortificacion de los alimentos puede ser una
estrategia eficaz para corregir un suministro insuficiente de hierro en la dieta, la fortificacion
exitosa de los alimentos con hierro sigue siendo un desafio, ya que los compuestos de hierro
mas utilizados en la industria alimentaria tienden a tener una baja biodisponibilidad (Hurrell,
2002; Walczyk y col., 2013). Si a esto se suma que los alimentos fortificados generalmente
con alto contenido de calcio, o se consumen junto con otros alimentos son ricos en calcio,
con base en los resultados presentados aqui, se puede deducir que la captacion intestinal de
hierro se ver afectada.

En resumen, las diferentes dinamicas de relocalizacion de DMT1 observadas en
funcion de las concentraciones de Ca?* y de Fe?* en el compartimiento apical de las células
Caco-2 polarizadas cultivadas en insertos, dejan en evidencia que efectivamente el efecto
inhibidor del calcio sobre la captacion de hierro se ejerce sobre DMT1, alterando no solo la
ubicacién de este transportador en la célula segun la concentracion de calcio extracelular,
sino también su capacidad de transporte de hierro desde el medio extracelular hacia los
compartimientos intracelulares. Se necesitaran mas esfuerzos no solo para identificar el
supuesto alostérico no catalitico de DMT1 donde se une Ca?*, sino también para identificar
la naturaleza de las sefiales moleculares que mantienen secuestrado a DMT1 en la membrana
apical cuando el transportado esta unido a Ca®* y a Fe?".
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Capitulo 4: Planteamiento de un modelado matematico
para describir el movimiento de DMT1 en la membrana
apical de las células Caco-2 debido al efecto inhibitorio del
calcio sobre el proceso de captacion de hierro no hemo

Resumen

Experimentos realizados con microscopia confocal, al realizar el seguimiento de
DMT1 en las células Caco-2 cultivadas en insertos bicamerales dejaron en evidencia que
efectivamente el efecto inhibidor del calcio sobre la captacion de hierro se ejerce sobre
DMTL1. El calcio extracelular modifica la ubicacion de DMT1 en las células Caco-2, ya que
mientras mayor es esta concentracion de calcio, mayor es la reubicacion de DMT1 hacia los
dominios basales; en cambio, al reducir al minimo esta concentracion de calcio, la
concentracion apical de DMT1 aumenta significativamente. Ademas, cuando las células se
exponen a hierro, la relocalizacion de DMT1 a los compartimientos intracelulares es méas
rapida cuanto menor sea la concentracion de Ca®* extracelular. Por lo tanto, el ciclo
endocitico de DMTL1 en las células Caco-2 polarizadas esta determinado no sélo por la
presencia de hierro en el compartimiento apical, sino también por la concentracién de calcio
en ese compartimiento. En este capitulo se proponen tres modelos fenomenoldgicos para
describir el movimiento de DMT1-1A/IRE(+) en las células Caco-2 asociado a los cambios
en la concentracion de calcio extracelular en el medio apical y al proceso de captacion de
hierro no hemo. El modelo A s6lo consider6 un estado para representar la fraccion de DMT1
endocitada y unida a Ca2*, pero no logré representar adecuadamente los datos experimentales
de la dindmica de DMT1 en la membrana apical cuando Unicamente varia la concentracién
de Ca?" extracelular. EI modelo B acopla dos osciladores de Ball para representar el
comportamiento oscilatorio de la internalizacion de DMT1, cuando est4 o no unida a Ca?*, y
aunque fue capaz de estimar la fraccion de DMT1 ubicada en la membrana apical para todos
los casos analizados, varios de los parametros obtenidos del ajuste son negativos. EI modelo
C ademas de acoplar los dos osciladores de Ball como el modelo B, también incorpora un
nuevo estado de DMT1 en la membrana apical que representa la fraccion de este
transportador unida tanto a hierro como a calcio. Los parametros del modelo C para todos los
casos son positivos y se identificaron como significativos. EI modelo C planteado reprodujo
cualitativa y cuantitativamente las principales caracteristicas de la variacion de la
concentracion de DMT1 en la membrana apical observada experimentalmente luego de
modificar la concentracion de calcio en el compartimiento apical de los insertos de las células
Caco-2, con o sin la presencia de 10 uM de FAS. Para mejorar la prediccion del modelo C en
el caso donde las concentraciones de hierro y calcio en el medio apical de los insertos eran
de 0 uM de FAS y 3 mM de CaCly, se forzd para que durante los primeros 3 minutos, solo
Ilevara a cabo la endocitosis de DMT1, y para que entre los minutos 3 'y 11 s6lo permitiera
el retorno de DMT1 a la membrana, con lo cual se logr6 mejorar el coeficiente de
determinacion de R? = 0,7455 a R? = 0,9523 para el conjunto de entrenamiento del caso
sefialado. En resumen, se encontrd que el modelo C planteado tiene la capacidad de
representar el movimiento de DMT1-1A/IRE(+) en las células Caco-2 asociado a la presencia
de diferentes concentraciones de calcio extracelular y al proceso de captacion de hierro no
hemo.
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4.1 Introducciéon

Un modelo matematico es definido por Bender (2012) como “un constructo
matematico abstracto y simplificado, que relaciona a una parte de la realidad (sistema) con
un objetivo definido”. Por lo tanto, el objetivo de los modelos matematicos es brindar una
representacion matematica del sistema que permita su estudio frente a situaciones que no
pueden darse con facilidad en el ambito real y resolver interrogantes que se tengan del mismo.

Para construir un modelo matematico es necesario establecer hipotesis, definir las
variables, obtener datos experimentales del sistema, desarrollar las matematicas para poder
plantear el problema adecuadamente, utilizar los medios numérico/computacionales
necesarios para simular el modelo, y comparar las predicciones del modelo con los datos
experimentales adquiridos (Rios, 1995). En caso de que la prediccion del modelo y los datos
no coincidan, deben realizarse las modificaciones necesarias hasta lograr dicha coincidencia.

Diferentes modelos matematicos con distintos grados de eficacia pueden construirse
a partir del estudio de un mismo fenémeno biolégico. El proceso de absorcion de hierro
requiere el funcionamiento coordinado de una serie de mecanismos biologicos que
interactlan de una manera altamente compleja. Debido a esta alta complejidad, el
modelamiento matematico ha sido utilizado en varias ocasiones para la descripcién y analisis
de los componentes clave en este proceso y las interacciones entre ellos que son relevantes
para recuperar el comportamiento experimental observado.

Los principales modelos reportados hasta ahora, descritos en el capitulo 1 de este
manuscrito, se basan en el metabolismo del hierro a nivel sistémico o a nivel celular. Ninguno
de estos modelos considera como la presencia de otro metal podria afectar el proceso de
captacion de hierro. Los modelos de Colli y col. (1982), Nathanson y col. (1984), Lao y
Kamei (2006) y Enculescu y col. (2017) se centran en el metabolismo del hierro a nivel
sistémico. Para el modelo de Colins y col. (2017) es dificil proporcionar una interpretacion
bioldgica en términos de los fendmenos relevantes involucrados en la absorcion de hierro y
su regulacion y, ademas, también de la flexibilidad necesaria para expandirse facilmente. Por
otro lado, el modelo de Cegarra y col. (2019) aunque si posee flexibilidad para expandirse y
es interpretable bioldgicamente, no considera el efecto del calcio extracelular en el proceso
de captacion de hierro.

En el capitulo anterior de este documento se demostrd que el calcio inhibe de manera
no competitiva la captacion de hierro mediada por DMT1 en células Caco-2, alterando no
solo la ubicacion de DMT1 en las células segun la concentracion de calcio extracelular, sino
también su capacidad de transporte de hierro desde el medio extracelular hacia los
compartimientos intracelulares. Esto lleva a la necesidad de plantear un modelo matematico
para describir el movimiento de DMT1 asociado al proceso de captacion de hierro no hemo,
considerando el efecto de la presencia o ausencia de calcio extracelular en la dinamica del
transportador.

En este capitulo se proponen modelos fenomenoldgicos basados en estados que tiene
en cuenta los principales componentes biologicos de este sistema, para estudiar el
movimiento de DMT1 durante proceso de captacion de hierro no hemo en células Caco- 2,
en presencia de diferentes concentraciones de calcio extracelular. Los modelos consideran
una descripcion de los estados de DMTL1 y su internalizacién, con el fin de capturar la
compleja dinamica de relocalizacién de DMT1 observada experimentalmente.
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4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Solucion del problema inverso

Para demostrar que el modelo propuesto es capaz de predecir el movimiento de DMT1
durante el proceso de captacion de hierro de las células Caco-2 ante diferentes
concentraciones de calcio extracelular, es decir, que puede representar los datos
experimentales de este proceso, es necesario evaluar la calidad del modelo.

Cuando los datos experimentales no pueden obtenerse facilmente, la cantidad de datos
disponibles para resolver el problema inverso y ajustar los parametros de un modelo puede
ser limitada. En estos casos, la posibilidad de sobreajuste es muy clara ya que el nimero de
puntos experimentales se acerca o supera el nimero de pardmetros del modelo (Priddy y col.,
2005). Los métodos de remuestreo son comUnmente utilizados para validar los modelos
propuestos, y consisten en métodos originalmente utilizados para la estimacion de parametros
que no poseen una distribucion tedrica previa (Viera y col., 2010). Los mas usados son:
Bootstrap, Validacion Cruzada y Jackknife (o validacion cruzada dejando uno por fuera)
(Efron, 1982).

En esta investigacion el método a utilizar para validar el modelo fenomenoldgico
propuesto serd la validacion cruzada dejando uno fuera (leave-one-out cross-validation) o la
técnica Jackknife, debido a que es el método de remuestreo méas utilizado para tratar con
datos experimentales limitados y generalmente aproxima mejor los valores estadisticos en
comparacion con los otros métodos (Priddy y col., 2005; Rao y col., 2008). La técnica de
estimacion de parametros Jackknife es un proceso iterativo, que se repite tantas veces como
el nimero de observaciones experimentales disponibles (N) (Abdi y Williams, 2010). Los
pardmetros del modelo se ajustan al conjunto de datos de entrenamiento experimental
minimizando el error cuadratico medio (MSE: Mean Square Error) entre el elemento omitido
y el valor predicho usando el modelo con los nuevos parametros encontrados del ajuste,
utilizando el algoritmo simplex de Nelder-Mead (Lagarias y col., 1998). Al final del proceso
iterativo se obtiene una estimacion del error de generalizacion, dada por el MSE de Jackknife
(MSE;y.), que se define como la suma de las diferencias entre el valor experimental eliminado
en cada iteracion (Y;) y el valor predicho (Y~=;) por el modelo (ecuacién 4.1) (Salkind, 2010).

N
MSEj;, = Zlf:li - Y (Ecuacién 4.1)
i=1

Debe considerarse que este método es méas costoso computacionalmente ya que debe
ajustar el modelo N veces; por ello, sélo se utiliza cuando el conjunto de datos experimentales
disponibles tanto para el entrenamiento como para las pruebas es reducido, lo que ayuda a
evitar el sobreajuste (Rao y col., 2008).

Con el método de Jackknife también se pueden calcular los pseudo-parametros por
medio de la ecuacion 4.2, donde aj, es valor del pseudo-parametro, a; es el valor del k-ésimo
parametro ajustado con todos los datos de entrenamiento minimizando el MSE, y a; es el
valor del k-ésimo parametro obtenido al retirar el valor experimental Y;. Los valores de los
pseudo-parametros pueden ser utilizados para determinar los pardmetros de interés, ya que
corresponden a un estimador no sesgado de los parametros obtenidos en la etapa de ajuste.
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N
1
ap = NZ(N cap—(N—1)a;;) (Ecuacion 4.2)
i=1

Por otro lado, la desviacion estandar de los pseudo-pardmetros puede emplearse para
estimar los intervalos de confianza de los parametros analizados segun la ecuacion 4.3, donde
tq» €S €l valor t de Student para un nivel de significancia « = 0,05 y v grados de libertad
(N —k),y &, es el error estandar del pseudo-parametro a;, dado en la ecuacion 4.4.

IC(ay) = ay £ tay - Oq (Ecuacion 4.3)

A 1~ A2 y
Gq, = mZ ((N cap —(N—1)a;;) — ak) (Ecuacion 4.4)
l=

Para validar fenomenol6gicamente el modelo propuesto, y asi cumplir con el tltimo
objetivo de esta investigacion, debe disponerse de un conjunto de datos experimentales
diferente al utilizado para realizar el ajuste de los parametros del modelo. Estos se conocen
como conjunto de evaluacién y conjunto de entrenamiento del modelo. El conjunto de
entrenamiento esta conformado por los datos experimentales obtenidos para: (i) 4 células
cuando solo se varia la concentracion de calcio extracelular sin agregar hierro FAS, (ii) 3
células cuando el desafio de hierro en el compartimiento apical se realiza en presencia de
diferentes concentraciones de calcio. El conjunto de evaluacién o validacién esta conformado
por los datos experimentales obtenidos para 3 células en todos los casos. Los parametros del
modelo se obtienen minimizando el MSE para el conjunto de evaluacion. Los datos
experimentales del conjunto de entrenamiento se utilizaron para validar
fenomenoldgicamente el modelo propuesto.

Se ha demostrado que el coeficiente de determinacion R? es una medida inadecuada
para la bondad de ajuste en modelos no lineales, ya que las diferencias en la calidad del
modelo rara vez afectan su valor mas que en el tercer al quinto lugar decimal (Spiess, 2010;
McElreath, 2016; Taddy, 2019). El criterio de informacion de Akaike (AIC) es una medida
ampliamente aceptada para determinar la validez dentro de una cohorte de modelos no
lineales y formula el problema de seleccion del modelo como una busqueda del modelo con
el valor AIC maés bajo, cuantificando simultaneamente la precision y la simplicidad del
modelo, es decir, AIC se ocupa tanto del riesgo de sobreajuste como del riesgo de desajuste
(Burnham y Anderson, 2002; Martinez y col., 2007; Martinez y col., 2009). El valor del AIC
de un modelo es el siguiente:

AIC =2-p—2In(L) (Ecuacion 4.5)

donde p es el nimero de parametros del modelo y L es la funcion de verosimilitud para el
modelo. El AIC no es una prueba del modelo en el sentido de la prueba de hipotesis, sino que
es una prueba entre los modelos, es decir, es una herramienta para la seleccion del modelo.
Cuando el tamafio de la muestra es pequefio, existe una probabilidad sustancial de
que AIC seleccione modelos que tengan demasiados parametros (Ronchetti y col., 2000;
Claeskens y Hjort, 2008; Giraud, 2021). Para abordar este posible sobreajuste, se desarrollo
una correccion para tamafos de muestra pequefios llamada criterio de informacion de Akaike
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corregido por sesgo (AlCc), que es esencialmente AIC con un término de penalizacion
adicional para el niUmero de parametros, el cual viene dado por:

2-p(p+1)

AlC, = AIC
¢ +N—p—1

(Ecuacion 4.6)
donde N es el tamafio de la muestra de datos.

En este trabajo, evaluamos los modelos utilizando el criterio de informacién de
Akaike corregido por sesgo (AICc) ya que se tiene un bajo numero de mediciones
experimentales. EI modelo con menor AICc se selecciona como el modelo més adecuado
para caracterizar los datos experimentales.

4.2.2 Detalles de la simulacion

Las condiciones iniciales para cada modelo se indican en cada caso. La estimacion
inicial de los pardmetros que se utilizara para dar partida al algoritmo de optimizacion
asociado al proceso de ajuste de parametros generalmente se obtiene de un estudio preliminar
del comportamiento del modelo cualitativo. Todos los calculos y simulaciones se realizaran
utilizando MATLAB® (MATLAB, 1998).

4.2.3 Consideraciones para la construccién del Modelo Fenomenoldgico

Para la generacion de un modelo capaz de proporcionar una interpretacion biologica
en términos de los fendbmenos relevantes involucrados en la absorcion de hierro y su
regulacién, que considere el efecto del calcio en el proceso y que ademas posea la flexibilidad
necesaria para expandirse facilmente, se opté por el desarrollo de un modelo de tipo
fenomenoldgico para describir el movimiento de DMT1-1A/IRE(+) en las células Caco-2
asociado al proceso de captacion de hierro no hemo y a la variacion de la concentracién de
calcio extracelular.

Dada la complejidad del proceso en estudio y en base a la evidencia experimental
obtenida, se realizaron supuestos que permitieron simplificar el problema, seleccionando los
componentes y fendémenos mas relevantes para describir el proceso.

e la actividad de DcytB puede ignorarse ya que se us6 hierro en forma de FAS y

recién preparado;

e el transporte de Fe?* facilitado por DMT1 esta desacoplado de la concentracion
de H*, debido a que el pH de los medios utilizados en todos los experimentos tiene
un valor cercano a 7;

e teniendo en cuenta la escala de tiempo de los experimentos desarrollados, los
mecanismos de regulacion sistémica, transcripcional y traslacional no afectan el
sistema;

e los flujos de hierro desde célula al medio apical no se consideran debido a la
presencia reducida de transferrina (Tf), ya que 24 horas antes de los experimentos
las células se incubaron en medio con 2 % de SBF y los experimentos se realizaron
en medio sin SBF;

e la actividad de FPN1 no se considera significativamente diferente ante las
diferentes concentraciones de calcio estudiadas, durante los primeros 30 minutos
de experimentacion.
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Hasta ahora, no se ha informado la cantidad de DMT1 presente en una célula Caco-2
promedio, pero se supondra que es constante considerando la escala de tiempo experimental
manejada en este trabajo (Nufiez, 2010). Los modelos propuestos no consideran directamente
la concentracion de DMT1 sino una concentracion efectiva del transportador DMT 15 que
forma parte del conjunto de parametros del modelo, y corresponde al cociente de la
concentracion del transportador (DMT1) y la efectividad del ciclo de transporte del modelo
®, [DMTl’bY’;’]?e“’] = DMT1/@uy.ae10- El factor ¢ representa la efectividad del transporte de

hierro y es caracteristico de la estructura matematica de cada modelo.

Como no se conocen las bases moleculares del fendmeno en estudio, no es posible
determinar las velocidades de cada una de las transiciones entre los estados del modelo a
través de técnicas experimentales. Por ello, el conjunto de parametros de cada modelo a
plantear debe ajustarse al conjunto de datos de entrenamiento minimizando el error
cuadratico medio empleando la técnica de Jackknife descrita en la seccién 4.2.1 de este
capitulo. Luego, utilizando el conjunto de datos experimentales de validacion debe evaluarse
la calidad del modelo ajustado, a través de la comparacion las predicciones obtenidas por
medio de la simulacién del modelo con los resultados experimentales. Esto permitira validar
cada modelo matematico propuesto.

Para incorporar las variaciones de DMT1 en la membrana apical en el tiempo, es
necesario considerar el proceso de endocitosis de estos transportadores. Sin embargo, la poca
informacidn disponible sobre ese proceso llevo al planteamiento de diferentes maneras de
representar la endocitosis de DMT1, utilizando la informacion experimental obtenida en los
capitulos anteriores. Asi, se implementaron los modelos mas factibles y se realizd un ajuste
de pardmetros con cada uno de ellos. Finalmente, se analizaron los resultados obtenidos en
las simulaciones de cada modelo, comparando sus resultados estadisticos y sus desempefios
al simular el movimiento de DMT1 apical al cambiar la concentracion de calcio extracelular,
con o sin la presencia de 10 uM de FAS.

4.3 Construccion del Modelo fenomenologico
4.3.1 Modelo A

Una primera aproximacion para lograr el planteamiento del modelo fenomenoldgico
deseado que represente cualitativa y cuantitativamente la variacion de la concentracién de
DMT1 en la membrana apical observada experimentalmente luego de modificar la
concentracion de calcio en el compartimiento apical de los insertos, con o sin la presencia de
hierro, se presenta en la Figura 4.1. En este modelo, P; corresponde a la fraccion de DMT1
en el estado i, y k;; es la constante cinética asociada a la transicion entre los estados i y j. La
concentracion de hierro en el espacio intracelular-basolateral y la concentracion de hierro
apical se denotan por Fe?f y Fej}r respectivamente.

En este modelo, cuando DMT1 esta vacio y orientado hacia el lado apical (P;) puede
unirse a Fe?* (P, - P,), y esta union al hierro ocurre en el estado de alto pKa de DMT1.
Después de que DMTL1 se une al hierro, se produce un cambio conformacional casi
inmediatamente que lleva al transportador a un estado ocluido de apertura interna, donde
DMT1 se rota a una conformacion bajo en pKa (P, — P;). El hierro se solvata y deja el sitio
de unién de DMT1 para formar parte del cLIP (P; —» P,), y DMTL1 recupera el estado abierto
de alta afinidad hacia el exterior (P, — P;). En este ciclo (P, - P, » P; - P,) s6lo considero
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reversible la transicion P, - P,, teniendo en cuenta que la concentracion de hierro en el
espacio intracelular cerca de la membrana apical es demasiado baja para permitir una
interaccion con DMT1 (Pujol-Giménez y col., 2017). Ademas, para capturar la naturaleza de
la relocalizacion de DMT1 desde la membrana apical a dominios intracelulares en vesiculas
luego de exponer a las células a un desafio de hierro y su posterior retorno a la membrana
(Nunez, 2010; Esparza y col., 2015), se acopld el modelo del oscilador de Ball a través del
estado P, y, mientras DMT1 esté en la membrana de la vesicula y no esté unido a Ca?*, puede
liberar hierro de la vesicula al cLIP. Aunque la internalizacion de DMT1 libre o unido a
hierro podria ocurrir para cualquiera de los estados P,, P,, P; o P, de DMT1 de la Figura 4.1,
el modelo considera la internalizacion de P, como representativa de este proceso. En este
escenario, los compuestos A, B y C del oscilador de Ball corresponden a los estados P,, Ps y
P, en el modelo propuesto. Por otro lado, es importante destacar que para que ocurra el
comportamiento oscilatorio esperado, inicialmente, la fraccion de DMT1 en las especies Ps
y P, debe ser diferente de cero.
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Figura 4.1. Modelo A. DMT1 en la membrana apical no unida a hierro ni a calcio y orientada hacia el lado
apical (P,), puede unirse al calcio del medio extracelular cambiando su conformacién a un estado donde no
puede transportar hierro (P,), desde donde DMT1 puede ser endocitado en vesiculas permaneciendo en un
estado es incapaz de liberar hierro al citosol (Pg). Circulo naranja: concentracion de hierro extracelular (Fe2gr);
circulo marrén: concentracién de hierro en el espacio intracelular-basolateral (FeA}); circulo gris:
concentracion de calcio extracelular (Ca3j;). El hierro y el calcio extracelular se consideran factores
reguladores en la endocitosis, representados como una flecha moduladora discontinua (--e). Las reacciones
autocataliticas de los estados P,, Ps y P, estan representadas por una flecha moduladora circular discontinua

().

Los estados P, y Pg representan la fraccion de DMT1 unida a Ca®* en la membrana
apical y endocitada, respectivamente. Se asumié que el transportador sélo puede unirse a
Ca?*, posiblemente en un sitio alostérico, mientras DMT1 esta vacio y orientado hacia el
medio extracelular (P;), lo cual origina un cambio conformacional del transportador (P;) que
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le impide transportar Fe?*. El calcio unido a DMT1 también puede modificar la localizacion
de este transportador, haciendo que se internalice en vesiculas (Pg) desde las cuales DMT1
no podrd transportar hierro, pero tampoco podra liberar el calcio que tiene unido hacia el
citoplasma, pues segun lo reportado en literatura (Shawki y Mackenzie, 2010), DMT1 no es
capaz de transportar Ca?* al interior de las células, en presencia o ausencia de hierro. Solo
cuando DMT1 se encuentra en la membrana apical, su unién con calcio se puede escindir, y
el transportador retorna a un estado vacio (P, — P;) desde el cual puede: unirse a Fe?* y
transportarlo al citoplasma o volver a unirse a Ca?". Considerando que DMT1 puede
endocitarse y luego fusionarse nuevamente a la membrana apical, se planted que la reaccién
P, — Py sea reversible. Ademas, por simplificacion, se supuso que DMT1 unido al Ca?* no
presenta cambios conformacionales en la membrana (P;) ni endocitado (Pg), ya que es
posible que DMT1 presente diferentes configuraciones cuando esta unido a calcio, pero se
optd inicialmente por mantener la propuesta lo méas acotada posible para no agregar mas
reacciones y ni parametros que actualmente se desconocen.

Las variaciones en la concentracion de DMT1 en la membrana apical cuando las
células no son desafiadas con hierro deben representarse casi en su totalidad a través de
variaciones en el estado endocitado Pg, que a su vez proviene de la variacion de la suma de
los estados P;, P, y P, en la membrana, ya que en el compartimiento apical de los insertos
no hay hierro disponible para transportar y sélo el hierro intracelular seria el capaz de
producir pequefios cambios en los estados Ps y P, de DMT1. En esta propuesta, Ca?* puede
modular la funcién de DMT1 localizada tanto en las vesiculas como en la membrana apical,
lo que puede explicar el efecto del calcio en la absorcion de hierro no hemo y hemo, pues se
ha reportado que la liberacion del hierro hemo en el citosol también esta mediada por DMT1
(Zhang y Enns, 2008; Yanatori y col., 2017).

La variacion de la concentracion de calcio en el medio extracelular y del calcio libre
citosolico, en respuesta a las condiciones experimentales analizadas no se abordaron en este
trabajo. Diversos modelos propuestos para representar la concentracion de calcio citosolico
(Wiesner y col., 1997; Lecourieux y col., 2002; Appleby y col., 2013; Mingzhu y col., 2021)
incluyen informacion de la estimulacion de agonistas, de los coeficientes de degradacion y
de produccion del inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), de las distancias entre el reticulo
endoplasmatico y las mitocondrias, entre otras caracteristicas, de las cuales no se posee
informacion para las células Caco-2 cultivadas en insertos, cuando se someten a variaciones
en la concentracién de calcio extracelular apical. Sin embargo, en estos modelos se expone
que, cuando s6lo la concentracion de calcio extracelular aumenta, las células exhiben una
elevacion sostenida en la concentracion de calcio citosolico hasta alcanzar el equilibrio, sin
la presencia de una elevacion drastica (peak) inicial, semejante a una cinética de primer
orden. En la Figura 2.2 presentada en el Capitulo 2 de este trabajo, antes de la adicién de
tapsigargina (TAP), se puede observar que la variacion de la fluorescencia de Fluo-3
(indicador de la concentracion de Ca?* intracelular) podria describirse con un modelo lineal,
pero, luego de la adicion de TAP sin preincubacion con BAPTA, se observa una elevacion
sostenida en la fluorescencia de Fluo-3, como la reportada en los diversos modelos
propuestos para la concentracion de calcio citosolico.

Considerando que el mecanismo que permite la variacion de la concentracion
extracelular del calcio, en funcion de la variacion citosolica del calcio, no se comprende
completamente para las condiciones experimentales especificas analizadas en este trabajo, y
que no depende de DMT1 ya que este no transporta Ca®*, se propone un balance de materia
en régimen transitorio asumiendo que el calcio no se genera ni se consume, es decir, que la
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variacion de la concentracién de calcio en medio apical se debe a su entrada y su salida de
dicho medio. Por lo tanto, la ecuacion cinética de primer orden que permite modelar dicho
balance viene dada por:

dCa%}L]T 2+ : 2+
T Entrada_Cagyr — Salida_Cagyr
dCa3},
2 = kinca Cagir = Kourca " Caghr (Ecuacién 4.7)

Las ecuaciones del Modelo A corresponden las ecuaciones diferenciales derivadas de
los balances de masa para todas las especies de la Figura 4.1, bajo el supuesto de que todas
las reacciones en el mecanismo son elementales, y se presentan a continuacion:

dP;

yr —kiPiFedtr—kiaPy + kyg Pa—kqi,PiCadlir + ko1 P, (Ecuacién 4.8)
dp, 24 .,
P ki,PiFesir—ko3 P, (Ecuacién 4.9)
dPy -
P ko3P, — k3,Ps (Ecuacion 4.10)
dPy 2+ 2+ Iy
P k34Ps + kiyPy — kg1 Py + ks PPy — (k45FeOUTCa0UT)P4P5 (Ecuaciéon 4.11)
dPs 2+ 2+ ; £
E = (k45FeOUTcaOUT)P4P5 — k56P5P6 (EcuaClon 412)
dPg .,
pTak kscPsPg — kga PPy (Ecuacién 4.13)
dp; 2+ 2+ : 2
T ki7PyCadlr — k71P; + kg7 Pg — (kygCadlr )Py (Ecuacion 4.14)
dP8 2+ ./
T —kg7Pg + (k75Cadlir)Py (Ecuacioén 4.15)
dFept iy
Fra k34sDMT15P; + ykea DMT 1Py (Ecuacién 4.16)
dFed}, V., dFeff
% = _VLab . TIN (Ecuacion 4.17)
dCadlr g
T kinca " Cadhr — koutca - Cadhr (Ecuacion 4.18)

Las ecuaciones 4.8 a la 4.10 se obtienen directamente aplicando la ley de accion de
masas para todas las transiciones que involucran estos estados. En las ecuaciones 4.11y 4.12,
el término (k,sFe3frCadlr) explica la endocitosis de DMT1 que ocurre por la presencia de
hierro y de calcio en el medio apical y, por lo tanto, evita que el modelo presente oscilaciones
aunque no exista hierro o calcio en el medio. Por otro lado, el término (k,gCad’;) en las
ecuaciones 4.14 y 4.15, explica la endocitosis de DMT1 que ocurre solo por la presencia de
calcio en el medio apical. El término k¢, Pz P, en las ecuaciones 4.11 y 4.13 explica el retorno
de DMT1 a lamembrana apical que, como en el caso del oscilador de Ball, solo puede ocurrir
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si los estados P, y P, son distintos de cero. La ecuacion 4.17 se obtiene aplicando la
conservacion de la masa.

La ecuacion 4.16 representa la captacion de hierro en el espacio intracelular y
basolateral, como resultado del transporte directo de Fe?* por DMT1 en la transicion P; —
P,, y de liberacion de hierro desde las vesiculas que estan fusionadas con endosomas tardios
(Yanatori y col., 2017). La liberacion de Fe?* al citosol desde las vesiculas esta representada
por el término y ke, DMT 1P, donde k¢, DMT 1 P s la tasa maxima de liberacion de hierro
asociada a los transportadores endocitados, y y es un factor de correccion de volumen que
tiene en cuenta las vesiculas que contienen DMTL1 que pueden transportar hierro a los medios
intracelulares. Este factor de correccion se estima como la relacion entre el volumen de
vesiculas que contienen DMT1 que son capaces de liberar hierro (V;, = 2,5-1071% uL) y la
suma de los volimenes intracelular y basolateral (V,;, = 200 uL) (Cegarray col. 2019).

La técnica de validacion cruzada dejando uno fuera (LOOCV) o Jackknife, descrito
en el Capitulo 2 de este manuscrito, fue el método de remuestreo utilizado para ajustar los
pardmetros del Modelo A al conjunto de datos de entrenamiento experimental. Los quince
parametros de este modelo se ajustaron utilizando como conjunto de entrenamiento los datos
experimentales obtenidos para: (i) 4 células cuando sélo se varia la concentracion de calcio
extracelular sin agregar hierro FAS, y para (ii) 3 células cuando el desafio de hierro en el
compartimiento apical se realiza en presencia de diferentes concentraciones de calcio. El
conjunto de validacion para cada concentracion de Ca?*, con o sin FAS, esta consituido por
los datos experimentales obtenidos para 3 células.

El nimero de observaciones experimentales (N) para cada condicion experimental
fue:

e Para 0 uM de FASy 10 uM de CaCly, N = 54 para el conjunto de entrenamiento y N
= 39 para el conjusto de validacion;

e Para0uMde FASy 1,5 mM de CaClz, N =41 para el conjunto de entrenamiento y N
=29 para el conjusto de validacién;

e Para0uM de FASy 3 mM de CaCl,, N = 60 para el conjunto de entrenamientoy N =

45 para el conjusto de validacion;

e Para 10 uM de FASy 10 uM de CaCl, N = 45 para el conjunto de entrenamiento y N
= 42 para el conjusto de validacién;
e Para 10 uM de FASy 1,5 mM de CaClz, N = 25 para el conjunto de entrenamiento y

N = 25 para el conjusto de validacion;

e Para 10 uM de FAS y 3 mM de CaClz, N = 39 para el conjunto de entrenamientoy N
= 38 para el conjusto de validacion.

Las condiciones iniciales de las fracciones de DMT1 se establecieron considerando
los datos experimentales y tendiendo en cuenta que los experimentos se realizan en medios
libres de suero y con la minima concentracion extracelular de calcio. Las condiciones
iniciales para el modelo A se establecieron como Fe3f=0 uM, Fe2{;(0)=0 o 10 uM,
Cadtr(0)= 10 uM, 1,5 mM o 3 mM, P,(0) = 0,20, P,(0) = P;(0) = P,(0) = 0, P5(0) = 0,25,
P.(0) = 0,20, P,(0) = 0,10, P4(0) = 0,25. Todos los calculos y simulaciones se realizaron con
un integrador comercial que utiliza los métodos de integracion numérica de la familia Runge-
Kutta. (Shampine, 1986).

Usando los datos experimentales del conjunto de entrenamiento, se ajusté cada uno
de los parametros del Modelo A a un valor constante que permitiria que el modelo
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representara la variacion de la concentracion de DMT1 en la membrana apical para cada
concentracion de calcio utilizada, con o sin FAS. Sin embargo, el modelo no captura la
dindmica del sistema para cada condicion experimental estudiada a través de un Unico
conjunto de parametros.

Luego de ajustar los parametros del modelo de manera global mediante la técnica de
Jackknife, se encontro que los valores obtenidos para cada parametro son cercanos, excepto
los valores de kus, kga, k17, k71, k7s Y kg7, que varian significativamente para cada
condicion experimental analizada. Asi, se ajustaron los pardmetros kus, kes, k17, k71, k7 Y
kg, para cada condicion experimental de forma independiente, manteniendo los valores
encontrados en el primer ajuste para el resto de pardmetros. Los valores de los parametros
asi obtenidos se presentan en la seccién A.5.1 de Anexos.

Las simulaciones del Modelo A para el comportamiento de DMT1 en la membrana
apical a lo largo del tiempo, ante las diferentes concentraciones de calcio en el medio apical
(10 xM, 1,5 mM o0 3 mM de Ca?*), con o sin un desafio de 10 M de FAS en el medio apical
de las células, se realizaron utilizando los pardmetros obtenidos del ajuste para el conjunto
de entrenamiento experimental, y se muestran en la Figura 4.2, en la cual se comparan el
promedio de los datos experimentales de cada caso con su respectiva simulacion. Los
resultados de la simulacion en la Figura 4.2 muestran que el modelo tiene la capacidad de
representar la relocalizacion de DMT1 cuando las células Caco-2 se desafian con 10 uM de
FAS en el medio apical en presencia de cualquiera de las tres concentraciones de calcio
utilizadas (Figura 4.2 C, D y E); ademas, los coeficientes de determinacion obtenidos de esta
simulacion cuando en el medio apical de los insertos habian 10 M de FAS y 10 uM de CaCly,
10 uM de FAS y 1,5 mM de CaCl,, y 10 uM de FAS y 3 mM de CaCl, fueron R? = 0,9649,
R? = 0,8554, y R? = 0,9752, respectivamente. Sin embargo, el modelo no logra representar
adecuadamente los datos experimentales de la dinamica de DMT1 en la membrana apical
cuando Unicamente varia la concentracion de Ca?* extracelular, sin la adicion de hierro, lo
cual se evidencia tanto en las Figuras 4.2 A, By C como en los coeficientes de determinacion
obtenidos para estos casos, que son R2 =0,6258, R?=0,8688, y R? = 0,7601, respectivamente.

Para el ajuste de parametros obtenido cuando en el medio apical de los insertos habian
0 uM de FAS y 10 uM de CaCl,, se obtuvo que el pardmetro k-, es negativo, lo cual no tiene
sentido bioldgico. Este valor negativo de k-, indica que el modelo cambia la direccion de la
transicion de estados P, — P; por P; = P,, aumentando asi la concentracion de DMT1 en el
estado P,, y asi tener mayor control de la concentracion de DMT1 en membrana y endocitada.
Por otro lado, se obtuvo que el pardmetro k¢, €s negativo para el ajuste de pardmetros
obtenido cuando en el medio apical de los insertos habian 10 uM de CaCl> y 0 0 10 uM de
FAS, indicando que el modelo en estos casos busca mantener a DMT1 encocitado ya que kg,
estéd asociado al retorno a la membrana apical de DMT1 endocitado en el oscilador de Ball.

Esta capacidad limitada del modelo para representar los casos presentados en las
Figuras 4.2 A, B 'y C se debe a que el modelo no puede representar oscilaciones en los estados
P,y Pg. Para lograr esto, una de las representaciones matematicas mas simples, es forzar el
cambio de las constantes de velocidad de la reaccion P, < Pg en el tiempo. Sin embargo,
teniendo en cuenta que esto implicaria definir los instantes de tiempo donde sélo se
produciria la endocitosis de DMT1(P, — Pg) 0 su retorno a la membrana apical (Pg — P;),y
considerando la falta de conocimiento sobre como el calcio induce la relocalizacion de
DMT]1, a continuacion, se presenta un nuevo modelo que buscara que la fraccion de DMT1
unida a Ca?*, tanto en la membrana apical como endocitada, pueda oscilar.
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Figura 4.2. Simulacion del Modelo A. Simulacion del modelo (curvas negras) y datos experimentales (* rosados) de la fraccién de DMT1 en la membrana apical (P, + P, + P; +
P, + P;) después de cambiar la concentracion de calcio y/o hierro en el medio apical de las células Caco-2 por: (A) 10 uM de CaCl, y 0 uM de FAS, (B) 1,5 mM de CaCl, y O uM
de FAS, (C) 3 mM de CaCl, y 0 uM de FAS, (D) 10 uM de CaCl, y 10 uM de FAS, (E) 1,5 mM de CaCl, y 10 uM de FAS, (F) 3 mM de CaCl, y 10 uM de FAS. Los asteriscos
corresponden al valor promedio de las muestras del conjunto de entrenamiento y las barras de error indican su desviacion estandar.
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4.3.2 Modelo B

Una nueva alternativa para representar la relocalizacion de DMT1 desde la membrana
apical a dominios intracelulares, dependiente tnicamente de la concentracion de Ca* en el
medio apical, consiste en acoplar otro oscilador de Ball a través del estado P, donde, mientras
DMT1 esté en la membrana de la vesicula, no podra liberar hierro al cLIP ya su endocitosis
ocurre cuando esta unido a Ca®*. Se considera la internalizacion de P, como representativa
del proceso de endocitosis de DMTL1 unida a calcio. Los estados P,, P y Py en el Modelo B
propuesto corresponden a los compuestos A, B 'y C del oscilador de Ball. EI Modelo B
propuesto se presenta en la Figura 4.3. Como puede observarse, el resto del modelo se
mantuvo igual al Modelo A, y la Unica variacion fue el acoplamiento de un nuevo oscilador
de Ball desde el estado P;.
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Figura 4.3. Modelo B. DMT1 en la membrana apical no unida a hierro ni a calcio y orientada hacia el lado
apical (P,), puede unirse al calcio del medio extracelular cambiando su conformacion a un estado donde no
puede transportar hierro (P,), y DMT1 unido a calcio puede ser endocitado en vesiculas (Pg), desde donde podra
cambiar su conformacion para retornar a la membrana (P,). Circulo naranja: concentracion de hierro
extracelular (Fe2f;); circulo marrén: concentracion de hierro en el espacio intracelular-basolateral (Fe3y);
circulo gris: concentracion de calcio extracelular (Ca3};). El hierro y el calcio extracelular se consideran
factores reguladores en la endocitosis, representados como una flecha moduladora discontinua (--e). Las
reacciones autocataliticas de los estados P,, Ps ¥ P, Y P;, Py Y P, estan representadas por una flecha moduladora
circular discontinua ().

Las ecuaciones del Modelo B se presentan a continuacion:
dPy

E = _klzplFegﬁT_klll-Pl + k41P4_k17P1CCl(2)-{]T + k71P7 (Ecuacién 4’19)
dp, . g
T ki,PiFe5ir—ko3Ps (Ecuacion 4.20)

139



dP;

E == k23P2 - k34P3 (Ecuacién 421)
%—k P+ ky4Py — k41 Py + ko PsPy — (kosFedtrCallir ) PyP (Ecuacién 4.22)
dt — 3413 1441 4114 64164 45 ouTt ouT )t445 .
% — 2+ 2+ _ .,
= (kqsFedirCadliz )PyPs — ksePsPs (Ecuacién 4.23)
dPs -
e ksoPsPg — kgaPgPy (Ecuacion 4.24)
P isPyCaZlyr — ks P — (k7gCadhr)P;Pg + koy PoP. (Ecuacion 4.25)
dt - 1741 ouT 71417 78 out)t748 974917 .
dPS _ 2+ .z
T (ksgCadlr)PyPs — kgoPgPo (Ecuacioén 4.26)
dP, iy
E = k89P8P9 - k97P9P7 (EcuaClon 4.27)
dFe?f iy

P k34DMT15P; + ykega DMT15P, (Ecuacion 4.28)
dFe3}; V., dFe?t

d?UT = —VLab- dtIN (Ecuacion 4.29)
dCa3},

d?UT = Kinca * Cadhr — koutca - Ca3hr (Ecuacion 4.30)

Las ecuaciones 4.19 a 4.24 y 4.28 a 4.30 son las mismas ecuaciones utilizadas en el
Modelo A. En las ecuaciones 4.25 y 4.26, el término (k,gCa3};) explica la endocitosis de
DMT1 que ocurre s6lo por la presencia de Ca?* en el medio apical. Como en el caso del
oscilador de Ball, el retorno de DMT1 a la membrana apical cuando este transportador esta
endocitado y unido a Ca®* solo puede ocurrir si los estados Pg y Py son distintos de cero. Las
condiciones iniciales de este modelo se establecieron como Fe?f=0 uM, Fe3}+(0)=0 o 10
uM, Cadtr(0)= 10 uM, 1,5 mM o 3 mM, P;(0) = 0,20, P,(0) = P;(0) = P,(0) =0, P;(0) = 0,18,
P¢(0) = 0,17, P,(0) = 0,10, Pg(0) = 0,18, P,(0) = 0,17.

Los parametros del Modelo B se ajustaron utilizando el mismo conjunto de
entrenamiento empleado con el Modelo A. EI Modelo B tampoco logré capturar la dindmica
de la variacion de la concentracién de DMT1 en la membrana apical para cada condicion
experimental estudiada a través de un Unico conjunto de parametros. Después de ajustar los
parametros del Modelo B de manera global mediante la técnica de Jackknife, se encontr6 que
los valores obtenidos para cada parametro son cercanos, excepto los valores de k,c, ksg, ko4,
k.-, k-5 ¥ ko7, que varian significativamente para cada condicién experimental. Asi, se
ajustaron estos parametros para cada condicion experimental de forma independiente,
manteniendo los valores encontrados en el primer ajuste para el resto de parametros. Los
valores de los parametros asi obtenidos se presentan en la seccién A.5.2 de Anexos.

Las simulaciones del Modelo B para el comportamiento de DMT1 en la membrana
apical a lo largo del tiempo, ante las diferentes condiciones experimentales estudiadas en las
células Caco-2, se realizaron utilizando los parametros obtenidos de dicho ajuste y se
muestran en la Figura 4.4, en la cual se comparan el promedio de los datos experimentales
de cada caso con su respectiva simulacion.
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Figura 4.4. Simulacion del Modelo B. Simulacion del modelo (curvas negras) y datos experimentales (* rosados) de la fraccion de DMT1 en la membrana apical (P, + P, + P; +
P, + P;) después de cambiar la concentracion de calcio y/o hierro en el medio apical de las células Caco-2 por: (A) 10 uM de CaCl, y 0 uM de FAS, (B) 1,5 mM de CaCl, y O uM
de FAS, (C) 3 mM de CaCl, y 0 uM de FAS, (D) 10 uM de CaCl, y 10 uM de FAS, (E) 1,5 mM de CaCl, y 10 uM de FAS, (F) 3 mM de CaCl, y 10 uM de FAS. Los asteriscos
corresponden al valor promedio de las muestras del conjunto de entrenamiento y las barras de error indican su desviacion estandar.
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Los resultados de la simulacion en la Figura 4.4 muestran la capacidad del Modelo B
para representar la relocalizacion de DMT1 observada experimentalmente para el conjunto
de entrenamiento en todos los escenarios analizados en las células Caco-2, es decir, cuando
estas se desafian o no con 10 uM de FAS en el medio apical en presencia de cualquiera de
las tres concentraciones de Ca®* utilizadas.

Los coeficientes de determinacion obtenidos fueron: R? = 0,9934 para 0 uM de FAS
y 10 uM de CaCl,, R? = 0,9315 para O uM de FAS y 1,5 mM de CaCl,, R? = 0,7483 para 0
uM de FAS y 3 mM de CaCl,, R? = 0,9677 para 10 uM de FAS y 10 uM de CaCl,, R? =
0,8595 para 10 uM de FAS 'y 1,5 mM de CaClz, R? = 0,9731 para 10 M de FAS y 3 mM de
CaCla.

En la Figura 4.4C, que representa los datos obtenidos cuando las concentraciones de
hierro y calcio en el medio apical de los insertos era de 0 uM de FAS y 3 mM de CaCl,, puede
apreciarse que, para los datos obtenidos a los 3 y 6 minutos, el modelo sobrestima la
concentracion de DMT1 en la membrana apical, y por ello, para este caso, se obtuvo el
coeficiente de determinacion mas bajo (R? = 0,7483). Esto indica que el modelo no es capaz
de representar la rapida endocitosis que sufre DMTL1 en los primeros 3 minutos luego de
exponerse a 3 mM de CaCl..

Por otro lado, para el ajuste de parametros obtenido (ver seccion A.5.2 de Anexos),
cuando en el medio apical de los insertos habian 10 uM de FAS y 10 uM de CaCl,, se obtuvo
que el parametro k¢, es negativo, y cuando habian 3 mM de CaCl. y 0 0 10 uM de FAS, se
obtuvo que el pardmetro kq, es negativo, lo cual no tiene sentido biolégico. Destaca que en
ambos casos los parametros negativos estan asociados a la reaccion en alguno de los
osciladores de Ball que permite el retorno de DMT1 endocitado a la membrana apical, por lo
que, al hacer estos pardmetros negativos, el modelo busca mantener endocitado el
transportador.

Considerando que el Modelo B planteado en general es capaz de representar la
relocalizacién de DMTL1 en la membrana apical de acuerdo con los datos experimentales,
pero que parametros asociados al retorno de DMT1 a la membrana apical son negativos para
tres de los seis casos analizados, a continuacion, se plantea un nuevo modelo que buscara
mantener la capacidad de prediccion de Modelo B, pero con pardmetros que tengan sentido
biol6gico para representar los cambios en los estados de DMT1.

4.3.3 Modelo C

Recordando el modelo planteado en el Capitulo 2, presentado en la Figura 2.4, se
tenian cuatro posibles estados para DMT1, que eran: DMT1 vacio, DMT1 unida a Fe3},
DMT1 unida a Ca3}y, y DMTL1 unida a Fe3f; Yy a Ca3}r, siendo este Gltimo estado
cataliticamente inactivo. Considerando esto y que los parametros negativos encontrados para
el Modelo B estan relacionados con el retorno de DMT1 a la membrana apical, para el Modelo
C propuesto en esta seccidn, se incorporo un nuevo estado de DMTL1 en la membrana apical,
que represente la fraccion de este transportador unida tanto a hierro como a calcio, como se
muestra en la Figura 4.5.

Las ecuaciones del Modelo C se presentan a continuacion:
dpP,

pri ~ki2PiFeglir—kiaPy + k41 Py—k17 P Cadlr + k71 Py (Ecuacién 4.31)
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dp,

- = ki,PiFedtr—kaysPy + kigaPio — ka1oP2Cadhr (Ecuacion 4.32)

dry -

Pk ko3P, — k3,Py (Ecuacién 4.33)

B yaPy+ knaPy — kanPy + K PsPy — (kysFedtrCadlir)PyP (Ecuacion 4.34)

dt — 3413 1411 4144 641614 45 ouT ouT )t4'5 '

dP

d—ts = (kysFedfrCally)PyPs — ksePsPg (Ecuacién 4.35)

dP

d—; = kePsPs — keaPoP, (Ecuacién 4.36)

dp; -

E == k17P1Ca5-{,T - k71P7 - (k786a5-{]T)P7P8 + k97P9P7 - k710P7F€55T (EcuaClOTl 4‘37)

dP

d—: = (k;5Ca%ty)P;Pg — kgoPgPy (Ecuacién 4.38)

dP

d_tg == k89P8P9 - k97P9P7 (Ecuacién 439)

Pro b P FeZh — kyoyPro + kyyoPyCalt (Ecuacién 4.40)

dt — 71017 ouT 102110 21042 ouT .

dFen _ k3,DMT1,P 6
P! gP3 + VkgaDMT 1Py (Ecuacién 4.41)

dFe3}; V., dFe?t

% = —VLab- dtIN (Ecuacion 4.42)

dcacz)-l'-]T .
pranke kinca * Cadhr — koutca - Cadhr (Ecuacion 4.43)

Las ecuaciones 4.31, 4.33-4.36, 4.38-4.39 y 4.41-4.43 son las mismas ecuaciones
utilizadas en el Modelo B. Para la incorporacion del nuevo estado P,,, s6lo considero
reversible la transicion P, < P,,, considerando que la concentracion de hierro en el espacio
intracelular cerca de la membrana apical es demasiado baja para permitir una interaccion con
DMT1 (Pujol-Giménez y col., 2017). El término (ky02P10 — k210P2Cadhr) €n la ecuacion
4.32 y el término (k,10P;Fedyr) en la ecuacion 4.37 provienen de la adicion del estado Py,
al Modelo C, en comparacion con el Modelo B. Las condiciones iniciales del Modelo C se
establecieron como FeAf=0 uM, Fe3+(0)=0 0 10 uM, Ca3}+(0)= 10 uM, 1,5 mM 0 3 mM,
P;(0) =0,22, P,(0) = P;(0) = P,(0) = 0, P;(0) = 0,2, P,(0) =0,10, P,(0) = 0,08, P¢(0) =0,25,
P4(0) = 0,15, P;,(0) = 0. Los parametros del Modelo C se ajustaron utilizando el conjunto de
entrenamiento utilizado anteriormente. En este caso, un Unico conjunto de parametros
tampoco logré capturar la dinamica de la variacion de la concentracion de DMT1 en la
membrana apical para cada condicion experimental estudiada. Luego de ajustar los
parametros del Modelo C de manera global, se encontro que, al igual que con el Modelo B,
los valores obtenidos para cada parametro son cercanos, excepto los valores de k<, keg, Ko,
k.-, k.5 Y ko7, que varian significativamente para cada condicion experimental. Por ello, se
ajustaron estos parametros para cada condicion experimental de forma independiente,
manteniendo los valores encontrados en el primer ajuste para el resto de parametros. Los
valores de los parametros asi obtenidos se presentan en la seccion A.5.3 de Anexos.
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Figura 4.5. Modelo C. DMTL1 en la membrana apical vacio y orientado hacia el lado apical (P,), puede unirse
al calcio del medio apical (P;) y posteriormente al hierro de este medio (Py), 0 unirse primero al hierro del
medio apical (P,) y posteriormente al hierro de este medio (P,,), donde DMT1 unido a calcio, teniendo o no
unido hierro, no podra transportar hierro. Circulo naranja: concentracion de hierro extracelular (Fe2;); circulo
marrén: concentracion de hierro en el espacio intracelular-basolateral (Fe?}); circulo gris: concentracion de
calcio extracelular (Ca}y). El hierro y el calcio extracelular se consideran factores reguladores en la
endocitosis, representados como una flecha moduladora discontinua (--e). Las reacciones autocataliticas de los
estados P, Ps y Ps, Yy P;, Py y Py estan representadas por una flecha moduladora circular discontinua (-).

Utilizando los parametros obtenidos del ajuste descrito previamente, se realizaron las
simulaciones del Modelo C para representar, ante las diferentes condiciones experimentales
analizadas, el comportamiento de DMT1 en la membrana apical a lo largo del tiempo. Estas
simulaciones se presentan en la Figura 4.6 para el conjunto de entrenamiento y en la Figura
4.7 para el conjunto de validacion, en las cuales se comparan el promedio de los datos
experimentales de cada caso con su respectiva simulacion. Los resultados de la simulacion
muestran que el modelo es capaz de representar la dindmica de la concentracién de DMT1
en la membrana apical, tanto cualitativa como cuantitativamente. Por lo tanto, el Modelo C
captura las diferentes dinamicas de endocitosis y exocitosis de DMT1 segun las
concentraciones de calcio y/o hierro presentes en el medio apical de los insertos.

Todos los parametros obtenidos en el ajuste son positivos y se identifican como
significativos a niveles de confianza del 95 %, ya que todos los p-value son inferiores a 0,05
(t-test). El coeficiente de determinacion (R?) calculado entre la simulacion del Modelo C y
los datos experimentales de la concentracion de DMT1 en la membrana apical para cada caso
investigado, tanto para el conjunto de entrenamiento como para el de validacion, se presentan
junto con los valores del conjunto de parametros en la seccion A.5.3 de Anexos. Los altos
valores del coeficiente de determinacion obtenidos en cada caso indican que el Modelo C
propuesto explican un alto porcentaje de la varianza experimental de los datos considerados.
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Figura 4.6. Simulacion del Modelo C para el conjunto de entrenamiento. Simulacion del modelo (curvas negras) y datos experimentales del conjunto de entrenamiento (* rosados)
de la fraccion de DMT1 en la membrana apical después de cambiar la concentracion de calcio y/o hierro en el medio apical de las células Caco-2 por: (A) 10 uM de CaCl, y 0 uM
de FAS, (B) 1,5 mM de CaCl, y 0 uM de FAS, (C) 3 mM de CaCl, y 0 uM de FAS, (D) 10 uM de CaCl, y 10 uM de FAS, (E) 1,5 mM de CaCl y 10 uM de FAS, (F) 3 mM de CaCl,
y 10 uM de FAS. Los asteriscos corresponden al valor promedio de las muestras del conjunto de entrenamiento y las barras de error indican su desviacion estandar.
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Figura 4.7. Simulacion del Modelo C para el conjunto de validacién. Simulacion del modelo (curvas negras) y datos experimentales del conjunto de validacion (* rosados) de la
fraccion de DMT1 en la membrana apical después de cambiar la concentracion de calcio y/o hierro en el medio apical de las células Caco-2 por: (A) 10 uM de CaCl, y 0 uM de
FAS, (B) 1,5 mM de CaCl, y 0 uM de FAS, (C) 3 mM de CaCl, y 0 uM de FAS, (D) 10 uM de CaCly y 10 uM de FAS, (E) 1,5 mM de CaCl, y 10 uM de FAS, (F) 3 mM de CaCl;
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El comportamiento previsto por el Modelo C para la concentracion de calcio
extracelular en cada caso estudiado, utilizando el conjunto de entrenamiento, se muestra la
Figura 4.8. Para el conjunto de validacion los resultados obtenidos son muy similares por lo
que no se muestran. Las simulaciones del modelo predicen que durante los primeros 30
minutos de experimentacion, esta concentracion disminuye cerca de 0,025 M cuando la
concentracion de calcio era de 10 uM, cerca de 3 uM cuando la concentracion de calcio era
de 1,5 mMy cerca de 8 M cuando la concentracién de calcio era de 3 mM. Esta disminucion
de la concentracion de calcio en el medio apical se deberia a procesos que no son
considerados dentro del modelo, ya que DMT1 no transporta Ca?*.

Por otro lado, tal como se esperaba, el modelo predice exitosamente que luego de
desafiar las células Caco-2 con hierro en el compartimiento apical de los insertos, la captacion
de hierro es menor mientras mayor sea la concentracion de calcio en este medio, tal como se
muestra en las Figuras 4.9 C, D y E, por lo que el modelo también sefiala que el calcio inhibe
la captacion de hierro en las células Caco-2 de una manera dependiente de la concentracion.
Observando los primeros minutos de la simulacion, se aprecia que para la Figuras 4.9 C, la
pendiente inicial es mayor que para los casos de las Figuras 4.9 D y E, lo cual implica que el
modelo predice una mayor captacion de hierro desde el primer instante de exposicién de las
ceélulas a 10 uM de FAS cuando el medio apical se tiene una concentracion de calcio de 10
uM de CaClz. Aunque no se contaba con datos experimentales sobre la concentracion de
hierro que lograban captar las células bajo las condiciones experimentales analizadas en este
trabajo, se obtuvieron valores cercanos a los datos experimentales obtenidos por Colinsy col.
(2017), para la captacién apical de hierro después de un desafio de 5 uM, 10 uM 0 20 uM de
hierro en el medio apical de las células Caco-2, como se mostro en la Figura 1.12. Esto indica
que el Modelo C logro predecir valores para la captacion de hierro por parte de las células
Caco-2 que se encuentran en el rango de valores experimentales reportados previamente, por
lo que los resultados obtenidos pueden ser interpretados en el contexto experimental.

En las Figuras 4.9 A, B y C se puede apreciar que el Modelo C predice una pequefia
captacion de hierro, aungue para estos casos en el medio apical la concentracion de hierro es
de 0 uM de FAS; esto se debe a que, para que los osciladores de Ball acoplados al modelo
funcionen, las fracciones Ps y P, de DMTL1 no pueden ser cero y, por lo tanto, el modelo
predice una pequefia liberacion de hierro al citosol que se deben a la transicion P, — P,. Los
resultados mostrados para la se obtuvieron utilizando los datos experimentales del conjunto
de entrenamiento, ya que para el conjunto de validacion los resultados obtenidos son muy
similares y por ello no se muestran.

En las Figuras 4.6C y 4.7C, que representan los datos obtenidos para los conjuntos de
entrenamiento y validacion, cuando las concentraciones de hierro y calcio en el medio apical
de los insertos era de 0 uM de FAS y 3 mM de CaCly, entre los minutos 3 y 6 de las
simulaciones, el Modelo C también sobrestima la concentracion de DMT1 en la membrana
apical, razon por la cual en este caso se obtuvo el menor coeficiente de determinacion de
todos (R? = 0,7393 y R? = 0,7151 para los conjuntos de entrenamiento y validacion,
respectivamente). Por lo tanto, el Modelo C tampoco es capaz de representar la rapida
endocitosis de DMT1 que ocurre en los primeros 3 minutos luego de exponer las células a 3
mM de CaCl en el medio apical.
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Esto lleva a pensar que, cuando se utilizaron 0 uM de FAS y 3 mM de CaClz en el
medio apical de las células Caco-2, posiblemente durante los 3 primeros minutos luego de
aumentar la concentracion de calcio, s6lo ocurre el proceso de endocitosis de DMT1 desde
la membrana apical. En el modelo por otro lado, la endocitosis y la exocitosis de DMT1
ocurren de manera simultdnea. En base a esto se propuso una modificacion en el Modelo C
solo para este caso, obligando a que el retorno de DMTL1 a la membrana apical no ocurra
durante los primeros 3 minutos de la simulacion, lo cual se logra forzando a las constantes
de velocidad de las transiciones P, —» P, y Py — P, a que sean iguales a cero durante los
primeros 3 minutos de simulacion (k¢s =0 Y ko; = 0 mientras 0 < t < 3 minutos), y
forzando a las constantes de velocidad de las transiciones P, - Ps y P, — Pg a que sean
iguales a cero desde el minuto 3 hasta los 11 minutos de la simulacién (ky;s =0y kyg =0
mientras 3 < t < 11 minutos).

Se realiz6 un ajuste de parametros para las ecuaciones diferenciales 4.31-4.43,
agregando las restricciones mencionadas anteriormente para los pardmetros kg4, ko7, kas Y
k,g, utilizando el conjunto de entrenamiento. Los parametros obtenidos para el caso
analizado, cuando en el medio apical se tienen 0 uM de FAS y 3 mM de CaCl; se presentan
en la seccion A.5.4 de Anexos. Con estos parametros, se realizaron las simulaciones del
Modelo C para representar el comportamiento de DMT1 en la membrana apical a lo largo
del tiempo. Estas simulaciones se presentan en la Figura 4.10A para el conjunto de
entrenamiento y en la Figura 4.10B para el conjunto de validacion.

Los resultados de la simulacién (Figura 4.10) muestran que la incorporacién de las
restricciones en los procesos de endocitosis y retorno a la membrana de DMT1 hacen que la
prediccion del modelo tenga un comportamiento mas cercano al de los datos experimentales
obtenidos, lo cual se evidencia también al comparar los coeficientes de determinacion, ya
que cuando se incorporan las restricciones, se obtiene: un R? = 0,9523 para el conjunto de
entrenamiento que es mayor al obtenido para el Modelo C sin modificar (R? = 0,7393), y un
R? =0,8160 para el conjunto de validacion que también es mayor al obtenido para el modelo
C sin modificar (R? = 0,7151).

Por lo tanto, cuando las células Caco-2 se exponen a altas concentraciones de calcio
sin hierro, DMT1 se endocita rapidamente, pero luego, aunque la concentracién de calcio no
se modifica, ocurre un pequefio retorno de DMT1 a la membrana apical para luego continuar
endocitandose. La naturaleza de este fendmeno hasta ahora es desconocida, pero se puede
decir, tanto por la evidencia experimental como por lo predicho por el Modelo C modificado
para este caso, que durante los primeros tres minutos el retorno de DMT1 a la membrana
apical se veria abolido totalmente por la presencia de 3 mM de CaCl. en la membrana apical,
y que durante los siguientes seis minutos sélo ocurriria un lento retorno de DMT1 a la
membrana apical, para luego si darse tanto el retorno de DMT1 a la membrana apical como
la endocitosis de manera simultanea.

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que las restricciones incorporadas al modelo sélo
se pueden emplear para representar uno de los seis casos analizados, es decir, aunque el
Modelo C con restricciones permite representar de manera mas precisa el comportamiento
de DMT1 ante 0 uM de FAS y 3 mM de CaCl, este modelo no puede utilizarse para
representar el comportamiento de DMT1 en la membrana apical en presencia de cualquier
concentracion de hierro o de calcio extracelular. Esto lleva a pensar que posiblemente los
parametros del Modelo C original no son constantes a lo largo del experimento, es decir, que
los parametros del modelo probablemente varian durante el tiempo debido al rol del calcio
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en el ciclo endocitico del hierro y también a efectos no-lineales que pueden ser atribuidos a
factores desconocidos o de dificil modelacion no considerados en el disefio del modelo, tanto
del proceso de transporte de hierro en si como de procesos celulares en general.
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Figura 4.10. Simulacion del Modelo C con restricciones. Simulacion del modelo (curvas negras) y datos
experimentales del conjunto de validacion (* rosados) de la fraccion de DMT1 en la membrana apical después
de cambiar la concentracién de calcio y/o hierro en el medio apical de las células Caco-2 por 3 mM de CaCl, y
0 uM de FAS, para: (A) el conjunto de entrenamiento, (B) el conjunto de validacion. Los asteriscos
corresponden al valor promedio de las muestras del conjunto de entrenamiento y las barras de error indican su
desviacion estandar.

4.4 Conclusiones

El objetivo principal del presente capitulo fue plantear y validar un modelo
matematico que permitiera describir el movimiento de DMT1-1A/IRE(+) en las células
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Caco-2 asociado al proceso de captacion de hierro no hemo, en presenciay ausencia de calcio
extracelular.

El proceso de transporte de hierro a través del enterocito requiere el funcionamiento
coordinado de una serie de mecanismos bioldgicos que interactan de una manera altamente
compleja que, hasta la fecha, no se comprenden completamente. El uso de modelos
matematicos que recuperen el comportamiento experimental observado permite establecer
un marco analitico para la descripcion y andlisis de los elementos clave de estos mecanismos
y sus interacciones, lo cual finalmente puede contribuir a profundizar la comprensién de
como se desencadenan las enfermedades y los trastornos asociados con el sistema de
absorcion de hierro. Hasta ahora, existen diversos modelos matematicos del metabolismo
sistémico del hierro; sin embargo, ninguno considera de manera explicita el movimiento de
DMT1 ni el efecto inhibitorio del calcio durante la absorcion de hierro.

El modelo fenomenolégico desarrollado por Cegarra y col. (2019), se utiliz6 como
modelo punto de partida para el desarrollo de los modelos matematicos presentados en este
trabajo, ya que fue el primer modelo fenomenoldgico reportado que brinda una descripcion
de los estados DMT1 y su internalizacién, para representar la complejidad del proceso de
absorcion de hierro, y puede predecir el comportamiento de los flujos de absorcion de hierro
observados experimentalmente luego de desafiar a las células Caco-2 con una dosis inicial
de hierro, y la reduccion en la absorcion de hierro observada como resultado del bloqueo de
la mucosa después de una segunda dosis de hierro.

En este capitulo se presentaron tres modelos fenomenoldgicos desarrollados para
describir el movimiento de DMT1-1A/IRE(+) en las células Caco-2 asociado a los cambios
en la concentracion de calcio extracelular en el medio apical y al proceso de captacion de
hierro no hemo, los cuales se generaron a partir de la informacion reportada en literatura y
de la evidencia experimental obtenida en este trabajo. Los modelos fenomenoldgicos
generados, tienen en cuenta sélo los principales componentes bioldgicos del sistema ya que,
considerando la complejidad de este proceso, se necesitd proponer supuestos que se basan en
las observaciones experimentales desarrolladas hasta ahora para simplificar el planteamiento
del modelo, pues la complejidad del fenémeno no hace viable la inclusion de todos los
factores que intervienen en el proceso. Especificamente, los modelos consideran una
descripcidn de los estados de DMT1 en la membrana apical y su endocitosis para representar
la dindmica de relocalizacion de DMT1 en la membrana apical observada experimentalmente
en las células Caco-2.

Las ecuaciones diferenciales para todas las especies de cada modelo planteado se
presentaron en este capitulo. Los pardmetros obtenidos para cada modelo se encuentran en la
seccion A.5 de Anexos, y se ajustaron utilizando el conjunto de entrenamiento y minimizando
el error de generalizacion dado por el error cuadratico medio de Jackknife (MSEj). El
conjunto de entrenamiento esta conformado por los datos experimentales obtenidos para la
relocalizacion de DMT1 en: (i) 4 células cuando solo se varia la concentracion de calcio
extracelular sin agregar FAS, (ii) 3 células cuando el desafio de hierro en el compartimiento
apical se realiza en presencia de diferentes concentraciones de calcio. Los datos
experimentales de la relocalizacion de DMT1 obtenidos para 3 células en todos los casos se
utilizaron para validar el modelo.

Para describir el comportamiento oscilatorio del transportador de hierro, se planted
un primer modelo llamado Modelo A, el cual acopla el oscilador de Ball para representar a
las vesiculas que tienen en sus membranas al transportador DMT1 en un estado capaz de
transportar Fe2*. Por otro lado, para representar la internalizacion de DMT1 inducida por la
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concentracion de calcio extracelular, se considera que cuando Ca?* extracelular se une a
DMT]1, este transportador también puede endocitarse en vesiculas pero en este caso no podra
transportar hierro. Las simulaciones del Modelo A muestran que tiene la capacidad de
representar la relocalizacion de DMT1 cuando las células Caco-2 se desafian con 10 uM de
FAS, pero no logra representar adecuadamente los datos experimentales de la dinamica de
DMT1 en lamembrana apical cuando Ginicamente varia la concentracion de Ca?* extracelular,
sin la adicion de FAS. Ademas, el valor parametro k-, obtenido del ajuste de pardmetros es
negativo, lo cual no tiene sentido bioldgico

La limitada capacidad del Modelo A se debe a que no puede representar oscilaciones
en los estados P, y Pg. Por ello, se propuso el Modelo B, el cual acopla otro oscilador de Ball
a través del estado P, (DMT1 unido a Ca®* en la membrana apical). Los resultados de la
simulacion de este modelo para todos los casos analizados muestran su capacidad para
representar la relocalizacion de DMT1 observada experimentalmente. Para describir el
comportamiento oscilatorio de DMTL, se considerd que los procesos de endocitosis y retorno
a la membrana apical de DMT1 dependen de si el transportador estd o no unido a calcio,
razén por la cual se incluyeron dos osciladores de Ball. De esta manera, se tiene en cuenta el
efecto inhibidor del calcio en la captacion de hierro que Ca?* ejerce sobre DMT1, ya que se
puede alterar no solo la ubicacion de este transportador en la membrana apical segin la
concentracion de calcio extracelular, sino también su capacidad de transporte de hierro, tal
como se evidencio experimentalmente, ya que, en el modelo, cuando DMT1 esta en vesiculas
pero unido a Ca®* no puede transportar hierro al citosol.

Si bien el Modelo B fue capaz de estimar la fraccion de DMT1 ubicada en la
membrana apical, los valores de varios parametros del Modelo B obtenidos del ajuste y
asociados a las reacciones en los osciladores de Ball, son negativos. Por esta razon, se plante6
un nuevo modelo, llamado Modelo C, en el cual, teniendo en cuenta todo lo considerado en
los modelos anteriores, se incorporard ademas un nuevo estado de DMT1 en la membrana
apical, que represente la fraccion de este transportador unida tanto a hierro como a calcio.

Los parametros del Modelo C se identificaron como significativos a niveles de
confianza del 95% (prueba t). El alto valor obtenido del coeficiente de determinacion para
cada caso estudiado indica que el Modelo C propuesto explica un alto porcentaje de la
varianza experimental de los datos experimentales considerados. EI Modelo C planteado
reprodujo cualitativa y cuantitativamente las principales caracteristicas de la variacion de la
concentracion de DMT1 en la membrana apical observada experimentalmente luego de
modificar la concentracion de calcio en el compartimiento apical de los insertos de las células
Caco-2, con o sin la presencia de 10 uM de FAS, y ademas permite suministrar una
interpretacion biologica de los principales mecanismos implicados en el proceso de captacion
de hierro no hemo en presencia de diferentes concentraciones de calcio extracelular. Esto
respalda la viabilidad de la estructura propuesta.

Un caso particular se encontré al observar los resultados de la simulacion del Modelo
C obtenidos cuando las concentraciones de hierro y calcio en el medio apical de los insertos
eran de 0 uM de FAS y 3 mM de CaCls. En este caso las simulaciones muestran que entre los
minutos 3 y 6 el modelo sobrestima la concentracion de DMT1 en la membrana apical.
Considerando que se desconocen los procesos que desencadenan tanto la endocitosis como
el retorno de DMT1 a la membrana apical y que por ello no pueden incorporarse en el modelo
planteado, para mejorar la prediccion del modelo se obligd a este a que durante los primeros
3 minutos, sélo llevara a cabo la endocitosis de DMT1, y a que entre los minutos 3y 11 sélo
permitiera el retorno de DMT1 a la membrana. Los resultados cuando se fuerza la ocurrencia
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exclusiva de los procesos de endocitosis 0 exocitosis durante los primeros minutos de la
simulacion muestran que la prediccion del modelo tiene un comportamiento més cercano al
de los datos experimentales. Por lo tanto, deben existir procesos que para el caso analizado,
potencian la cinética de la endocitosis de DMT1 en los primeros minutos y que luego
potencian s6lo su exocitosis, pero estos no se incluyeron en el modelo debido al
desconocimiento de la naturaleza de los mismos.

En resumen, fue posible desarrollar un modelo, el Modelo C que posee la capacidad
de representar el movimiento de DMT1-1A/IRE(+) en las células Caco-2 asociado a la
presencia de diferentes concentraciones de calcio extracelular y al proceso de captacion de
hierro no hemo. Las estrategias que se utilizaron para construir los modelos A y B propuestos
en este capitulo, entregaron informacion valiosa para obtener el Modelo C final. Se necesitara
realizar mas trabajo experimental para determinar como varian las concentraciones de Fe?* y
Ca2* tanto en el medio extracelular del compartimiento apical como en el citosol de las
células Caco-2 e identificar los posibles mecanismos involucrados, y asi incorporar esta
informacion al modelo para mejorar su prediccion, sin necesidad de, por ejemplo, obligar a
que los procesos de endocitosis y retorno de DMTL1 ocurran de manera exclusiva en
diferentes intervalos de tiempo. Sin embargo, considerando la flexibilidad del Modelo C
propuesto, en caso de ser necesario y segun lo determinen los futuros hallazgos
experimentales que se desarrollen en esta linea de investigacion, podrian agregarse,
modificarse o eliminarse reacciones con el fin de obtener un modelo fenomenoldgico que
permita representar de la manera méas precisa posible los datos experimentales del proceso
de captacion de hierro en presencia de diferentes concentraciones de calcio extracelular.
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Capitulo 5: Conclusiones Generales

El objetivo de este trabajo de doctorado se centro en el andlisis del efecto que tiene
un desafio de hierro no hemo en el estado de hierro intracelular para las células Caco-2
cuando se realiza en presencia de diferentes concentraciones de calcio extracelular, la
caracterizacion experimental del movimiento de los transportadores DMT1-1A/IRE(+) y
FPN1 en las células Caco-2 polarizadas, inducido diferentes concentraciones de calcio
extracelular en presencia o en ausencia de hierro no hemo extracelular, y el planteamiento de
un modelo matematico que permita describir el movimiento de DMT1-1A/IRE(+) observado.

Las principales conclusiones obtenidas son:

e Para analizar el efecto del calcio extracelular e intracelular sobre la captacion de
hierro no hemo de las células Caco-2, se utiliz6 un ensayo de fluorescencia basado en
el fluoréforo calceina, cuya fluorescencia se extingue en presencia de hierro, para
detectar dinamicamente la entrada de hierro en el grupo de hierro labil citosélico
(cLIP). Segun lo determinado por la extincion de la fluorescencia de la calceina, se
mostré empiricamente que el calcio extracelular inhibe la captacién de hierro por las
células Caco-2 de una manera dependiente de la concentracion.

e Se probd el efecto putativo de los niveles de calcio intracelular en la captacién de
hierro. La quelacion del calcio intracelular con BAPTA no afect6 la captacion de
hierro, lo que apoya la idea de que el efecto inhibidor del calcio sobre la captacion de
hierro no se ejerce a través de la sefializacion del calcio intracelular, sino que es un
efecto verdaderamente extracelular. Ademas, para asegurar que BAPTA produce un
efecto amortiguador del Ca?* intracelular cuando las células Caco-2 se exponen a
altas concentraciones de Ca®* extracelular, se utilizd tapsigargina (TAP) para
aumentar la concentracion de Ca?* y Fluo-3, como indicador de la concentracion de
Ca?" intracelular, encontrandose que BAPTA logra amortigua eficazmente el
aumento de la concentracion de Ca?* intracelular después de la adicion de TAP y, por
lo tanto, también ante la en presencia de una alta concentracion de Ca?* extracelular.

e Paraestudiar la reversibilidad de los efectos del calcio extracelular en la captacion de
hierro, las células Caco-2 se lavaron después de preincubarlas durante 10 minutos con
diferentes concentraciones de calcio y, posteriormente, se incubaron durante 10
minutos con 10 uM de Ca?* antes de comenzar la lectura de fluorescencia de calceina.
Se probo que el calcio actia como un inhibidor reversible ya que no se observaron
diferencias significativas en el decaimiento de la fluorescencia de calceina cuando se
realizé el paso de lavado después de incubar las células Caco-2 con 1,5 mM o 3 mM
de Ca?* en comparacion con las mediciones de fluorescencia de calceina obtenidas
para las células que se preincubaron con 10 uM de Ca?*.

e Dadas las condiciones en las que se llevaron a cabo todos los experimentos de este
trabajo, DMT1 es el Gnico componente de transporte de hierro relevante que
permanece en la membrana celular y puede interactuar con el hierro. Considerando
esto, se desarroll6 un modelo matematico basado en el esquema cinético de una
inhibicion reversible no competitiva donde Ca?* se une a un sitio alostérico no
catalitico de DMT1, utilizando un mecanismo de cuatro estados. Para ajustar los
parametros del modelo se utilizaron diferentes mediciones de fluorescencia de
calceina como conjuntos de entrenamiento y de validacion. Este modelo fue capaz de
representar el efecto inhibitorio del calcio extracelular sobre la entrada de hierro
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mediada por DMTL1 en el grupo de hierro labil citosélico de las células Caco-2, pues
logro predecir con precision la dinamica de extincion de la fluorescencia de calceina
observada. Las simulaciones del modelo y las observaciones experimentales
confirmaron el efecto inhibitorio del calcio extracelular sobre la entrada de hierro
mediada por DMT1 en el cLIP de las células Caco-2.

Para caracterizar experimentalmente mediante microscopia confocal el movimiento
en tiempo real entre compartimentos celulares de DMT1-1A(+IRE) marcada con
proteina fluorescente EGFP (DMT1-EGFP), y FPN marcada con proteina
fluorescente TagRFP (FPN-TagRFP), inducido por la presencia de diferentes
concentraciones de calcio extracelular, en presencia o en ausencia de un desafio de
hierro no hemo extracelular, las células Caco-2 polarizadas cultivadas en insertos
bicamerales se transfectaron de forma transitoria con los constructos pEGFP-C1-
DMT1(1A/IRE(+)) y pTagRFP-C-FPNL1 por lipofeccidn. Se mostrd que las mayores
diferencias encontradas en la cinética de relocalizacion de los transportadores
estudiados ante distintas concentraciones de calcio se encuentran para DMT1, ya que
los cambios en los niveles de FPN en las membranas apicales y basales en la mayoria
de los casos no fueron estadisticamente significativos. Se determin6 que mientras
mayor es la concentracion de calcio extracelular a la cual se expone las células Caco-
2 polarizadas, mayor es la reubicacién de DMT1 en los dominios basales; en cambio,
al reducir al minimo esta concentracion de calcio, la concentracion apical de DMT1
aumenta significativamente. Por otro lado, cuando las células se exponen a hierro, se
induce una relocalizacion de DMT1 a los compartimientos intracelulares, pero esta
relocalizacion es mas rapida cuando la concentracion de Ca?* extracelular es de 10
uM en comparacion con 3 mM, favoreciéndose asi la captacion de hierro e
intensificandose el proceso regulatorio de bloqueo de la mucosa en presencia de 10
uM de CaCly, pues la internalizacion de estos transportadores desde el dominio apical
es casi total cuando las células Caco-2 se exponen a hierro con concentraciones bajas
de calcio. Por lo tanto, en esta investigacion se comprob6 por primera vez que el ciclo
endocitico del transportador DMT1 en las células Caco-2 polarizadas esta
determinado no solo por la presencia de hierro no hemo en el compartimiento apical,
sino también por la concentracion de calcio en ese compartimiento, demostrando que
el efecto inhibidor del calcio sobre la captacion de hierro se ejerce sobre DMT1

No se ha reportado evidencia de la relocalizacion de DMT1 y de FPN en el tiempo
debida a la presencia de calcio extracelular, en presencia o ausencia de hierro. Los
resultados presentados en esta investigacion indican por primera vez que el ciclo
endocitico del transportador DMT1 en las células Caco-2 polarizadas esta
determinado no so6lo por la presencia de hierro en el compartimiento apical, sino
también por la concentracion de calcio en ese compartimiento. Los hallazgos
obtenidos al realizar el seguimiento de la fluorescencia verde de DMT1-EGFP y roja
de FPN-TagRFP con microscopia confocal, unidos a los obtenidos a partir de los
experimentos con calceina-AM, sugieren que el calcio inhibio de manera no
competitiva la captacion de hierro mediada por DMT1 en células Caco-2.

Los principales modelos reportados hasta ahora no consideran cdmo la presencia de
otro metal podria afectar el proceso de captacion de hierro o coémo podrian modificar
la ubicacién del transportador DMT1. Se platearon tres modelos fenomenoldgicos
desarrollados para describir el movimiento de DMT1-1A/IRE(+) en las células Caco-
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2 asociado a los cambios en la concentracion de calcio extracelular en el medio apical
y al proceso de captacion de hierro no hemo, los cuales se generaron a partir de la
informacion reportada en literatura y de la evidencia experimental obtenida en este
trabajo. Los modelos fenomenoldgicos planteados en el desarrollo de este trabajo
tienen en cuenta solo los principales componentes bioldgicos del sistema ya que, la
complejidad del proceso de transporte de hierro a través del enterocito, el cual
requiere el funcionamiento coordinado de una serie de mecanismos bioldgicos que
interactan de una manera altamente compleja y que hasta la fecha no se comprenden
completamente, no hace viable la inclusion de todos los factores que intervienen en
el proceso. Los modelos consideraron una descripcién de los estados de DMT1 en la
membrana apical y su endocitosis para representar la dindmica de relocalizacion de
DMT1 en la membrana apical observada experimentalmente en las células Caco-2.
El altimo modelo planteado, llamado Modelo C, considera que los procesos de
endocitosis y retorno a la membrana apical de DMT1 dependen de si el transportador
esta 0 no unido a calcio, razén por la cual se incluyeron dos osciladores de Ball para
representar a las vesiculas que tienen en sus membranas al transportador DMT1 unido
0 no a Ca®"; ademas considera un estado de DMT1 en la membrana apical, que
representa la fraccion de este transportador unida tanto a hierro como a calcio. Los
parametros del Modelo C se identificaron como significativos a niveles de confianza
del 95% (prueba t). El alto valor obtenido del coeficiente de determinacion para cada
caso estudiado indica que el Modelo C propuesto explica un alto porcentaje de la
varianza experimental de los datos experimentales considerados. EI Modelo C
permitié describir cualitativa y cuantitativamente las principales caracteristicas de la
variacion de la concentracion de DMT1-1A/IRE(+) en la membrana apical de las
células Caco-2 observadas experimentalmente, luego de modificar la concentracién
de calcio en el compartimiento apical de los insertos de las células Caco-2, con o0 sin
la presencia de 10 uM de FAS, y ademas permite suministrar una interpretacion
bioldgica de los principales mecanismos implicados en el proceso de captacion de
hierro no hemo en presencia de diferentes concentraciones de calcio extracelular.
Con base en los resultados presentados aqui, es posible especular que, si los
suplementos de hierro y de calcio se toman juntos, el suplemento de calcio podria
afectar negativamente la captacion intestinal del hierro. Por lo tanto, deberia ser
recomendable que estos dos suplementos pudieran tomarse en diferentes momentos.
Tanto la evidencia experimental presentada en este trabajo como el analisis de los
resultados obtenidos utilizando los modelos matematicos desarrollados, brindaran
ayuda en la toma de decisiones sobre los planes de suplementacion alimentaria de
hierro y/o calcio, como, por ejemplo, en el desarrollo de suplementos dietéticos que
contengan ambos minerales para lograr aumentar su consumo, especialmente en los
grupos poblacionales que tienen ingestas inadecuadas de estos.
Se necesitaran mas esfuerzos para identificar el supuesto sitio inhibitorio del calcio
en DMT1 que media la inhibicion del calcio de la absorcion de hierro. Por otro lado,
los resultados presentados en esta investigacion brindan un marco de analisis para
identificar en investigaciones futuras los mecanismos del ciclo endocitico del hierro
y el rol del calcio en ellos, asi como los posibles aspectos que no han sido
considerados o identificados aun en el sistema de absorcion intestinal de hierro.
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Anexos

A Medios de cultivo utilizados

A.1. Medio MEM con 10 uM de CaCl;

Para reducir la concentracién de Ca?** del medio MEM de 1,8 mM a 10 uM, el
programa “MAXCHELATOR, Ca-EGTA Calculator” indic6 que, para un pH de 7,0 y una
temperatura de 37 °C, la concentracion final de EGTA en el medio debe ser de 1,90 mM.

Por lo tanto, para que la concentracion final de EGTA en el medio sea de 1,90 mM,
se agregaron 49,45 pL de la solucion concentrada de EGTA de 384 mM, en 10 mL de medio
MEM.

La composicion base del medio MEM sin rojo fenol se presenta en la Figura Al.

Composition : L-Lysine hydrochloride 72.500
I dient L-Methionine 15.000
nere 1env s mg L-Phenylalanine 32.000
INORGANIC SALTS L-Proline 11.500
Calcium chloride dihydrate 265.000 . '
. L-Serine 10.500
Magnesium sulphate anhydrous 97.720 .
. . L-Threonine 48.000
Potassium chloride 400.000
. . L-Tryptophan 10.000
Sodium chloride 6800.000 . .
Sodium dihvd hosphate anhvd 122.000 L-Tyrosine disodium salt 51.900
odium dihydrogen phosphate anhydrous . L-Valine 46.000
AMINO ACIDS VITAMINS
G]ycmg 7.500 Choline chloride 1.000
L-Alanine 8.900 D-Ca-Pantothenate 1.000
L-Arginine hydrochloride 126.000 — '
; Folic acid 1.000
L-Asparagine monohydrate 15.000 .. .
= Nicotinamide 1.000
L-Aspartic acid 13.300 Pyridoxal 1.000
L-Cystine dihydrochloride 31.300 4 . '

. . Riboflavin 0.100
L-Glutamic acid 14.700 . .

. Thiamine hydrochloride 1.000
L-Glutamine 292.000 iTnositol 2000
L-Histidine hydrochloride monohydrate 42.000 ’
L-Isoleucine 52.000 OTHERS
I-Ieucine 52,000 D-Glucose . 1000.000

Phenol red sodium salt 11.000
Sodium pyruvate 110.000

Figura Al. Composicion del medio MEM sin rojo fenol.

A.2 Medio MEM con 1,5 mM de CaCl»

Se usé el programa “MAXCHELATOR, Ca-EGTA Calculator” para calcular
concentracion final de EGTA a utilizar para reducir la concentracion de Ca?* del medio MEM
de 1,8 mM a 1,5 mM. El prograga indicé que, para un pH de 7,0 y una temperatura de 37 °C,
la concentracion final de EGTA en el medio debe ser de 0,30 mM.

Por lo tanto, para que la concentracion final de EGTA en el medio sea de 0,30 mM,
se agregaron 7,81 pL de la solucion concentrada de EGTA de 384 mM, en 10 mL de medio
MEM.

A.3 Medio MEM con 3 mM de CaCl»

En medio MEM sin rojo fenol utilizado (Gibco™), contiene 200 mg/L de Cloruro de
Calcio (CaCly), cuyo peso molecular es 147 g/mol, lo cual equivale a una concentracion de
1,8 mM de CaCl; en el medio.
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La suplementacion de MEM con Ca?* a una concentracion final de 3 mM, se consiguio
realizando los siguientes pasos:

1. Masar 0,0033 g de CaCl; y disolverlos en 10 mL de medio MEM.

2. Esterilizar por filtracién, utilizando un filtro de 0,2 mm.

3. Almacenar a 4 °C para su posterior uso.

A.4 Medio DMEM suplementado

El medio Dulbeco's Modified Eagle Medium DMEM (Gibco™) se utiliz6 para el
crecimiento de células Caco-2. Para su preparacion, se siguieron los siguientes pasos:

1. Disolver en menos de 1 L de agua destilada libre de pirdgenos, el contenido de un
sobre de medio DMEM junto con 3,7 g de bicarbonato de sodio (NaHCO3), a temperatura
ambiente con agitacion hasta obtener una mezcla homogénea.

2. Ajustar el pH a 7,0.

3. Completar con agua destilada hasta conseguir un volumen final de 1 L.

4. Esterilizar el medio DMEM por filtracién, utilizando un filtro de 0,2 mm, y luego
suplementarlo con 1 % de solucion Pen Strep (Gibco™) y 10 % de SFB (HyClone™).

5. Almacenar el medio a 4 °C.

A.5 Opti-MEM® |

Opti-MEM® 1 (Opti-MEM™ | Reduced Serum Medium) (Gibco™), es un Medio
Esencial Minimo (MEM) mejorado, bajo en proteinas que contiene insulina, transferrina,
hipoxantina, timidina y oligoelementos que permite una reduccion de la suplementacion de
suero fetal bovino en al menos un 50 % sin cambios en la tasa de crecimiento o la morfologia.

Este medio se utilizo6 junto con Lipofectamina™ (reactivo de transfeccion de lipidos
catidnicos), para diluir Lipofectamina™ 2000 y el ADN plasmidico antes de formar
complejos.

A.6 Medio Luria-Bertani (LB)
Se utilizé el medio LB (BD Difco™) para el crecimiento de E. coli. Para preparar 250
mL de este medio, se sigue la metodologia propuesta en Sambrook y cols., (1989), descrita a
continuacion:
1. Masar los siguientes compuestos:
— Triptona 2,5 g,
— Extracto de levadura 1,25 g,
— Cloruro de sodio (NaCl) 2,5 g,
— Agua destilada hasta completar 250 mL.
2. Ajustar el pH a 7,0.
3. Esterilizar por autoclave y almacenar a temperatura ambiente si este no se utiliza
inmediatamente.
4. Para crecer E coli, en el medio autoclavado a temperatura ambiente, agregar 100
pL de la solucion concentrada de kanamicina, para que la concentracion final de antibiotico
sea de 30 pg/mL.

193



B. Materiales y Reactivos utilizados

B.1 Antibidtico - Kanamicina
1. Preparar una solucion concentrada de kanamicina, disolviendo 0,1 g de
kanamicina en 3,333 mL de agua estéril milli-Q.
2. Esterilizar la solucion por filtracion, utilizando un filtro de 0,2 mm.
3. Almacenar la solucion concentrada de kanamicina a -20 °C.
4. Agregar 100 pL del stock en 99,9 mL de medio LB, para obtener 100 mL de medio
con kanamicina a concentracion final de 30 pg/mL.

B.2 Acido Tetraacético de Etilenglicol (EGTA)

EGTA es un acido aminopolicarboxilico, un agente quelante que puede usarse para
la determinacién de calcio en presencia de magnesio, ya que tiene una mayor especificidad
por los iones de calcio.

Se prepard una solucion concentrada de 384 mM de EGTA como sigue:

1. Pesar 14,592 g de EGTA (sal de sodio) y afiadir agua destilada hasta completar
90 mL.

Ajustar el pH a 8,0 y mezclar hasta disolver los cristales de EGTA.
Afadir agua destilada hasta un volumen final de 100 mL.
Esterilizar la solucién por filtracién, utilizando un filtro de 0,2 mm.
Almacenar para uso posterior a -20 °C.

agrwn

B.3 Solucion concentrada de BAPTA-AM

Un vial de BAPTA-AM (Molecular Probes™, Invitrogen™) contiene 1 mg del
producto. Considerando que el peso molecular de BAPTA-AM es 764,68 g/mol, el vial
contiene 1,31 umol.

Para preparar una solucién concentrada a 1 mM y siguiendo las instrucciones del
fabricante, BAPTA-AM del vial se disolvio en 1,31 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) y se
resuspendi6 abundantemente el contenido para lograr una mezcla homogénea.

Esta solucion se almacend a -20 °C, y se usé a una concentracion final de 20 uM.

B.4 Solucion concentrada de Calceina-AM

La presentacion comercial de Calceina-AM utilizada (Life Technologies™,
Invitrogen™) contiene 50 g, que equivalen a 50,26 nmol teniendo en cuenta que el peso
molecular de la Calceina-AM es 994,87 g/mol.

En el vial se agregaron 50,3 puL de DMSO, disolviendo totalmente su contenido, para
obtener una solucion concentrada de Calceina-AM a 1 mM.

Esta solucion se almacend a -20 °C, y se usé a una concentracion final de 1 pM.

B.5 Solucion de Sulfato de Amonio Ferroso (FAS)

La solucion de FAS fue preparada inmediatamente antes del inicio del experimento
ya que se polimeriza rapidamente en soluciones que contienen O (Esparza y col., 2015). La
metodologia seguida en cada experimento se describe a continuacion:
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1. Masar en un tubo eppendorf una cantidad menor a 0,1 g de FAS, y calcular el
namero de moles presentes en ellos, teniendo en cuenta que el peso molecular de
FAS es 392,1 g/mol:

392,19 Masaras,,,maors
1 mol B Nmoles

(A1)

1 mol
Nmoles = MasaFAS_eppendorf m (AZ)

2. Preparar una solucion concentrada de 200 puM de FAS, disolviendo el hierro
masado anteriormente en el volumen apropiado de agua recién hervida (para
disminuir la concentracion de oxigeno)

1000 pL
I/Zlguaher,,ida (UL) = Nypoies * m (43)
En la placa de 24 pocillos, a cada pocillo en estudio agregar 190 uL del medio a

analizar y 10 pL de la solucién concentrada de FAS, para obtener una concentracion final de
FAS de 10 pM.
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C. Seleccidn de areas correspondientes a las células analizadas y al background de cada inserto

C.1 Seleccion de las areas correspondientes a las células Caco-2 analizadas cuando la concentracion de calcio extracelular era de
10 uM, y del background del inserto

(A) (B)

Area 1623691,845 nm?
Channel_1. Ch2-TL.Intensity Mean Value 3,773

Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 2,955
Area 1623691,845 nm?

Channel_1_Ch2-TLIntensity Mean Value 2,208
Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Value 3,017

Area 3384449,593 nm*

Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 1415 X

Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Valus 1,344 Area 174062648,233 nm?
Channel_1-Ch2-T1l.Intensity Mean Value 8,999

Channel_2_Ch1-T2.Intensity MeanValue 7,346 *

Area 3384449,593 nm?
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 2,348
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 1,442

Area 1623691,845 nm?
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 2,992
Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Value 1,868

Area 33!
Channel_1_( ensity Mean Value 1,288
Channel_2_Ch1-T2.Inténsity Mean Value 2,200

O

tensity Mean Value 2,853
Area 1623691,845 nm? ensity Mean Value 2,674
Channel_1_Ch2-TLIntensity Mean Value 3,391

Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Value 3,909

a

Area 3384449,593 nm*
tensity Mean Value 1,013
Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Value 2,356

Area 3384449,593 nm*

Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 1,594
Area 188586691,536 hm? > Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Value 1,710
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 111,283

Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean'Value 56,505

Area 1623691,845 nm?
Channel__1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 2,700
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 1,000
Afea 1623691,845 nm?
Channel_1_Ch2-TLintensity Mean Value 0,782
Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Value 1,727

Area 1623691,845 nm* | [—_-‘
Channel_1_Ch2-TLIntensity Mean Value 1,818
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 1,562

Area 1623691,845 nm? O
Channel_1_Ch2-T1.Iritensity Mean Value 2,008
Channel 2. Ch1-T2 Intensity Mean Value 1264 L]

Area 137174203;529 nm?
Channel_1_Ch2:-T1.ntensity Mean Value 8,769
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 16,785

an Value 3,352
Channel_2_Ch1. sity Mean Value 2,090

Area 3384449,593 nm*
Channel_1_Ch2-T1 Intensity Mean Value 0,971
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 1,779

Figura A2. Seleccion del &rea correspondiente a las células Caco-2: (A) #1y (B) #2 y #3, analizadas cuando la concentracion de calcio extracelular
era de 10 uM, y de las ocho areas para determinar la fluorescencia base del inserto (rectangulos). La intensidad de fluorescencia etiquetada como
“Channel 1 Ch2-T1” corresponde a la de FPN-TagRFP, y “Channel 2_Ch1-T1” es la fluorescencia de DMT1-EGFP. Cada imagen fue obtenida
con el programa ZEN 3.2 Blue Edition, (ZEISS).
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Area 3096500,132 om”
Chan 52 TLIntensity Mean Value 0465 2
B e ety Area 215410984,826
Channel_1'Ch2-T1.Intensity Mean Value 24,429
Channel_2__Ch1-T2.Intensity Mean Value 21,528

Area 3096500,133 nov?
Channel_1_Ch2 T1.Intensity Mean Value 1,133
Channed_2_ChL T2 Intensity Mean Value 0,667

Area 209728146115 nm*
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 16,402
Channel_2. Ch1-TZ.Intensity Mean Value 15,999

Area 3384449,593 nm*
Channel_1_Ch2-T1.Intepsity Mean Value 1,107
Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Value 1,446

Area 3384449593 nm*
Area 101630769,746 nm* \ * Channel_1: Ch2-T1 Intensity Mean Value 1,390
Channel.1_Ch2-T1 intensity Mean Value 17,669 \& S ¢ £ Channel _2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 2,343
T 4 _ Area 3384449593 nm*
Channel_2Z_Ch1-T2.intensity Mean Value 18,948 ‘ ; g Channel -1 Ch2-Tt Intensity Mean Value 0,938
? Channel_2_Chi-T2 Intensity Mean Value 1,383

% Mres 3086500,133 nv? Area 3384449,593 nm*
D Channel_1_Ch2-T1 Intensity Mean Value 0,896

Chlnnck 1_ChZ TLintensity Mean Value 0,421
" Chaancl Z.ChLT2aeehaty Mean Value 0,626 )
EELALIR Iy Medn Vb Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Value 1,567

et 332 T oy Wi v 0724 fres St by
cn:::n'{m by ’:!::z u:: v:k:: e Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 0,592
Ared 3096500,133 nen” == g : Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 1,771
Chaneel_1_Ch2 ThJetensity Mead Vale 0,549 A
Chanmet 2, Ch1,TZImtensity Mean Value 0,538 D ‘Area 3384449,593 nm”.
Channel_1_Ch2-T1Intensity Mean Value 1,590
AREASGEN, 133 g Channel_2_Ch1-T2.Inténsity Mean Value 1,562
Chahnel 1_Ch2 TLintenskty Mean Value 0,428
Channel_2_Chl T2 Intengkty Mean Value 0,563 E' Area 3384449,593 nm*
‘Area 3096500,133 nm? Channel :1_Ch2-T.Intensity Mean Value 0,705
e ot s (] s b s Al bty e 0
Chansiel 2_ChI T2intensity Mean Vakue 0,760 Chaanel_1_Ch2 T1intensty Mean Value 0,267 D % m.'z =P Mean Value 1,000
7 han 11 T2 intensity Mean Value 0,533 any L1 itensity Mean Value 1,(
‘hannel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Value 2,768

Figura A3. Seleccién del area correspondiente a las células Caco-2: (A) #4 y #5 y (B) #6 y #7, analizadas cuando la concentracion de calcio
extracelular era de 10 uM, y de las ocho areas para determinar la fluorescencia base del inserto (rectangulos). La intensidad de fluorescencia
etiquetada como “Channel 1 Ch2-T1” corresponde a la de FPN-TagRFP, y “Channel 2 Ch1-T1” es la fluorescencia de DMT1-EGFP. Cada imagen

fue obtenida con el programa ZEN 3.2 Blue Edition, (ZEISS).
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C.2 Seleccion de las areas correspondientes a las células Caco-2 analizadas cuando la concentracion de calcio extracelular era de
1,5 mM, y del background del inserto

22 4684358,268 nm"
haringl '1_Ch2-T1 intensity Mean Value 0,981

hannel_2_Ch1.T2.Intensity Mean Value 4,090

tensity Mean Valug 0,071
ity Mean Value 2,580

Channel_1Ch2-T4.Intensity Mean Value 0,326
Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Value 1,871

Area 179153152,082 nm? b
Channel_1_Ch2-T4.Intensity Mean Value 6,485
Channel_2. Ch1-T2.Intensity Mean Value 14,928

Area 4684359,298 nm’
-T1.Intensity Mean Valué 1,268
-T2 Intensity Mean Value 2,285

Area 4684359298 nm*
Channel.1_Ch2-T1 intensity Mean Value 0,897,
Intensity Meah Value 3,201

alue.0,283

falise 1,979

Chanfiel_{_Ch2-Th Intensity Mean Value 0,670
Channel_2_Chi-T2 Jrtensity Mean Valoe 2,652

Ares 1623691845
Channel_1_Ch2-T1

Area 90409067,418 nm*
Channel 1_ChZ-T1.Intensity Mean Value 17,446
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 11,487

Area288717832,948 nm? <.
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 24,622
Channel_2: Ch1-TZ.Intensity Mean Value 10,301

Figura A4. Seleccion del area correspondiente a las células Caco-2: (A) #1y #2 y (B) #3, analizadas cuando la concentracion de calcio extracelular
erade 1,5 mM, y de las ocho areas para determinar la fluorescencia base del inserto (rectangulos). La intensidad de fluorescencia etiquetada como
“Channel 1 Ch2-T1” corresponde a la de FPN-TagRFP, y “Channel 2 Chl1-T1” es la fluorescencia de DMT1-EGFP. Cada imagen fue obtenida
con el programa ZEN 3.2 Blue Edition, (ZEISS).
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(A) (B)

Area 1623691,845 nm*
D Channel_1_Ch2-T1 Intensity Mean Valoe 1,609
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 1,036

Channel_ Intensity Mean Value 0,273
Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Valve 1,545

Area 71263220,504 nm?
Channel_1_Ch2-T1Intensity Mean Value 14,131

Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 9,702 Area 60005201,302 nm*

Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 19,446
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 57,518

O

Area 1623691,845 nm*
Channel_1_Ch2-T1 Intensity Mean Value 0,000
Channel_2_ch1-T2.Intensity Mean Value 2,955

Area 1623691,845 nm*
Channel_1_Ch2-T1 Intensity Mean Value 0,573
Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Value 0,827

Area 1623691,845 nm*
D s e Rdosay s oo
Channel_2. Intensity Mean Value 0,209

Area 1623691,845 nm®
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 0,000
Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Value 0,843

O Area 1623691,845 nm*
Channel_1_ch2-T1.Intensity Mean Value 0,351
Channel_2_Ch1-T2 Intensity Mean Value 0,909

Area 1623691,845 nm*
] channel_1_cha-r.intensity mean value 2,100
Channel_2_ch1-T2 intensity Mean Value 2,045

Figura Ab5. Seleccién del area correspondiente a las células Caco-2: (A) #4 y #5y (B) #3, analizadas cuando la concentracion de calcio extracelular
erade 1,5 mM, y de las ocho areas para determinar la fluorescencia base del inserto (rectangulos). La intensidad de fluorescencia etiquetada como
“Channel 1 _Ch2-T1” corresponde a la de FPN-TagRFP, y “Channel_2_Ch1-T1” es la fluorescencia de DMT1-EGFP. Cada imagen fue obtenida
con el programa ZEN 3.2 Blue Edition, (ZEISS).
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ity Mean Value 1,182
Ity Mean Value 0,000

Area 114573166,859 nm*
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 76,285
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 61,656

1_Ch2 T1.inkensity Mean Value 0,917 Area 1623691245 nan?
Channed_2_Ch1 T2.Intensity Mean Value 0,934

Area 1623691,845 nm?

Figura A6. Seleccion del area correspondiente a la célula Caco-2 #7, analizada cuando la concentracion de calcio extracelular era de 1,5 mM, y
de las ocho &reas para determinar la fluorescencia base del inserto (rectangulos). La intensidad de fluorescencia etiquetada como “Channel 1 Ch2-
T1” corresponde a la de FPN-TagRFP, y “Channel 2 Chl-T1” es la fluorescencia de DMT1-EGFP. Cada imagen fue obtenida con el programa

ZEN 3.2 Blue Edition, (ZEISS).
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C.3 Seleccion de las areas correspondientes a las células Caco-2 analizadas cuando la concentracion de calcio extracelular era de 3
mM, y del background del inserto

(A) (B

Area 213308607,509 nm?
Channel._1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 18,827
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 4,201

Area 484522903,074 nm?
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 28,528
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 22,671

Area 229132126,303 nm*
Area 111021580,806 nm* Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 31,200,
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 24,029 Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 4,002
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Valué 3,547

Area 1623691 84

| Channel_1_Ch2-T
Channel_2_Chi-T2 Inte

Ares 1384449,593 nm?
annel_1_Ch2-T1 intensity e 1,808
annel_2_Ch1-T2.Intensity

1,308
2513

L] [ aessissssson

Figura A7. Seleccion del area correspondiente a las células Caco-2: (A) #1, #2 y #3 y (B) #4, analizadas cuando la concentracion de calcio
extracelular era de 3 mM, y de las ocho &reas para determinar la fluorescencia base del inserto (rectangulos). La intensidad de fluorescencia
etiquetada como “Channel 1 Ch2-T1” corresponde a la de FPN-TagRFP, y “Channel 2 Ch1-T1” es la fluorescencia de DMT1-EGFP. Cada imagen

fue obtenida con el programa ZEN 3.2 Blue Edition, (ZEISS).

201



Area 145390417,648 nm?
Channel_1_Ch2-TI.Intensity Mean Value 23,020
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 42,355

Area 108524456,324 nm?
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 44,792
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 98,426

Area 148826176,967 nm?*
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 12,167
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 16,160

Figura A8. Seleccion del area correspondiente a la célula Caco-2 #5, #6 y #7, analizada cuando la concentracion de calcio extracelular era de 3
mM, y de las ocho &reas para determinar la fluorescencia base del inserto (rectangulos). La intensidad de fluorescencia etiquetada como
“Channel 1 Ch2-T1” corresponde a la de FPN-TagRFP, y “Channel 2 Chl1-T1” es la fluorescencia de DMT1-EGFP. Cada imagen fue obtenida

con el programa ZEN 3.2 Blue Edition, (ZEISS).
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C.4 Seleccion de las areas correspondientes a las células Caco-2 analizadas cuando la concentracion de calcio extracelular era de
10 UM junto con 10 uM de FAS, y del background del inserto

(A) (B

Area 133988018,085 nm?
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 42,035
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 24,496

Area 134753484,937 nm?
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 37,134
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 27,163

Figura A9. Seleccion del area correspondiente a las células Caco-2: (A) #1 y (B) #2, analizadas cuando la concentracion de calcio extracelular
era de 10 uM junto con 10 uM de FAS, y de las ocho &reas para determinar la fluorescencia base del inserto (rectdngulos). La intensidad de
fluorescencia etiquetada como “Channel 1 Ch2-T1” corresponde a la de FPN-TagRFP, y “Channel 2 Chl1-T1” es la fluorescencia de DMT1-EGFP.

Cada imagen fue obtenida con el programa ZEN 3.2 Blue Edition, (ZEISS).
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Figura A10. Seleccién del area correspondiente a las células Caco-2: (A) #3 y #4 y (B) #5 y #6, analizadas cuando la concentracion de calcio
extracelular era de 10 uM junto con 10 uM de FAS, y de las ocho areas para determinar la fluorescencia base del inserto (rectangulos). La intensidad
de fluorescencia etiquetada como “Channel 1 Ch2-T1” corresponde a la de FPN-TagRFP, y “Channel 2 Ch1-T1” es la fluorescencia de DMT1-
EGFP. Cada imagen fue obtenida con el programa ZEN 3.2 Blue Edition, (ZEISS).
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C.5 Seleccion de las areas correspondientes a las células Caco-2 analizadas cuando la concentracion de calcio extracelular era de
1,5 mM junto con 10 uM de FAS, y del background del inserto

(B

iy Méan'value 2,149
intengity Meah Value 2318
Area 1623691,845 am”

Channd TLintensky Mean Value 2,536
ean Value 1,082

intensity Mean Value 2.182
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Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mear Value 29,407
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Channel_1_Ch2-T1 Intensity Mean Value 12,544
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 6,837

ks 0 517 2 Areazszssess,szenm=

Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 35,773

_Area 99140378 511 nm®
Channel_1_Ch2-T1.Intensity Mean Value 9,596
annel_2: Ch1-T2.Ihtensity Mean Value 27,300
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ean
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Area 1623691345 nm”

[] s iszaem es mav.

Chatinel_1_Ch2 TLintensity Mean
Chapnel_2_Cha T2 Intensity Mean

ean

[ rmueascn
Channel 1_Cb2 71 Intensity Mean alue 1,686
Channel 2. Ch1 T2Jnkensjty Mean Value 1,893

Area 1623691845 nen”
Channel_1_Ch2 T1.Intesisity Mean Value 3,327
Channel 2 Chi T2 Jatensity Mean alue 1435 [

Figura All. Seleccion del area correspondiente a las células Caco-2: (A) #1 y #2, y (B) #3, analizadas cuando la concentracion de calcio
extracelular era de 1,5 mM junto con 10 uM de FAS, y de las ocho areas para determinar la fluorescencia base del inserto (rectangulos). La
intensidad de fluorescencia etiquetada como “Channel 1 Ch2-T1” corresponde a la de FPN-TagRFP, y “Channel 2 Ch1-T1” es la fluorescencia de
DMT1-EGFP. Cada imagen fue obtenida con el programa ZEN 3.2 Blue Edition, (ZEISS).
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Figura Al12. Seleccion del area correspondiente a las células Caco-2: (A) #4, y (B) #5 y #6, analizadas cuando la concentracion de calcio
extracelular era de 1,5 mM junto con 10 uM de FAS, y de las ocho areas para determinar la fluorescencia base del inserto (rectangulos). La
intensidad de fluorescencia etiquetada como “Channel 1 Ch2-T1” corresponde a la de FPN-TagRFP, y “Channel 2 Ch1-T1” es la fluorescencia de

DMT1-EGFP. Cada imagen fue obtenida con el programa ZEN 3.2 Blue Edition, (ZEISS).
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C.6 Seleccion de las areas correspondientes a las células Caco-2 analizadas cuando la concentracion de calcio extracelular era de 3
mM junto con 10 uM de FAS, y del background del inserto

(A) | (B

Area 147464749,869 nm’
Channel_1_Ch2-T1L.Intensity Mean Value 28,393
Channel_2_Ch1-T2.Intensity Mean Value 8,637
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Channél_2_Ch1-T2.intensity Mean Value 17,857
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+ - Brea 170693398,146 nm?
*Channel_1Ch2-T1.Intensity Mean Value 22,927
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Afea 348161993,09%nm? - 1 ¢ -}
Channel:1-Ch2-T1.Intensity' Mean Value 9,496
Channel_2_Chl-T2.Intensity Mean Value 6,072

Figura A13. Seleccién del area correspondiente a las células Caco-2: (A) #1 y #2, y (B) #3 y #4, analizadas cuando la concentracion de calcio
extracelular era de 3 mM junto con 10 uM de FAS, y de las ocho &reas para determinar la fluorescencia base del inserto (rectangulos). La intensidad
de fluorescencia etiquetada como “Channel 1 Ch2-T1” corresponde a la de FPN-TagRFP, y “Channel 2 Ch1-T1” es la fluorescencia de DMT1-

EGFP. Cada imagen fue obtenida con el programa ZEN 3.2 Blue Edition, (ZEISS).
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Figura Al4. Seleccion del area correspondiente a las células Caco-2: (A) #5, y (B) #6, analizadas cuando la concentracién de calcio extracelular
era de 3 mM junto con 10 uM de FAS, y de las ocho areas para determinar la fluorescencia base del inserto (rectangulos). La intensidad de
fluorescencia etiquetada como “Channel 1 Ch2-T1” corresponde a la de FPN-TagRFP, y “Channel 2 Ch1-T1” es la fluorescencia de DMT1-EGFP.
Cada imagen fue obtenida con el programa ZEN 3.2 Blue Edition, (ZEISS).

208



D. Mapa de los vectores utilizados

En este trabajo se utilizaron los vectores EGFP-C1 y TagRFP-C, mostrados en las
Figuras Al y A2, para la expresion del gen SLC11A2-1A/IRE(+) (DMT1-1A/IRE(+)) y del
gen SLC40A1 (FPN1) respectivamente, en las células Caco-2.

DHb5alpha es la cepa huésped utilizada para la propagacion en E. coli de ambos
vectores, en medio LB a 37 °C. Los vectores confieren resistencia a kanamicina (30 pg/mL)

a los hosts de E. coli.
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Figura A15. Mapa circular del vector de expresion pEGFP-C1. El gen SLC11A2-
1A/IRE(+) se subclond en este vector. Disponible en:
https://www.addgene.org/44225/.
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Figura A16. Mapa circular del vector de expresion pTagRFP-C. El gen SLC40A1 se
subclono en este vector. Disponible en
http://evrogen.com/products/vectors/pTagRFP-C/pTagRFP-C.shtml.
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E. Ajuste de parametros de los modelos fenomenoldgicos propuestos

E.1 Ajuste de parametros del Modelo A

Las condiciones iniciales para el Modelo A se establecieron como Fef=0 uM, Fe2},(0)=0
010 uM, Ca3%(0)=10 uM, 1,5 mM o 3 mM, P, (0)=0,20, Ps(0)=0,25, P,(0)=0,20, P,(0)=0,10,
P3(0)=0,25y el resto de las fracciones de DMT1 a cero.

Parametro | Valor Unidades
kio 7,4949- 1078 | [min - uM]™*
kia 0,3944 min~!
k,q 0,5982 min~!
ks 1,2167 min~!
ks, 4,6055 min~!
ke 5,8258: 10~* min~!

DMT1, | 72452,7808 uM
kinca 1,1508- 1078 ,LLM_1
koutca 8,0477-107° uM~1

» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 10 uM, con 0 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades
ks 8,3495 min~! - uM~?
ke -0,1260 min~!
ki, 2,6343-1073 | [min-uM]™?!
kyy -5,0217-10~* min~!
kg 0,3265 [min - uM]~?!
kg, 0,2275 min~!

R? =0,6258

AIC. = 224,2864

» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 1,5 mM, con 0 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades
ks 0,7864 min~! - uM—?
k64 6,0192' 10_3 min_l

ky, 3,0746- 1073 | [min - uM]™?!
k4 1,0696- 1073 min~?!
kg 3,3974: 1072 | [min-uM]™?!
key | 9.6606-10~% |  min?

R? =0,8688

AlIC. = 386,0609
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» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 3 mM, con 0 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades
ks 2,8054 min~! - uM~?
kea 3,9253- 1073 min~!
ky, 793231072 | [min-uM]™?!
ko4 6,2031- 10~* min~!
kg 1,9522 - 1072 | [min - uM]!
kg, 5,1705- 1073 min~?!

R?=0,7601

AIC, = 244, 5902

» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 10 uM junto con 10 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades
kes | 7,5672 min~ - uM~>
ke -2,2409- 1073 min~?!
ki, 6,3751: 1073 | [min - uM]™?!
k4 5,6921-10* min~!
kg 2,9893- 1072 | [min - uM]™?
kg, 1,2366- 1072 min~!

R? =0,9649

AIC, = 297,3987

» Cuando la concentracion de calcio extracelular era 1,5 mM junto con 10 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades
ks 0,2151 min~! - uM~?
kea 0,4094 min~?!

ki, 6,5393- 107> | [min - uM]™?!
k,, | 4,7887-10~% | min "
kg 1,8793- 1072 | [min - uM] ™t
kg, 1,2551- 1072 min~?!

R? =0,8554

AIC, = 255,8577

» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 3 mM junto con 10 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades
ke | 0,4074 min~t - uM 2
kea 4,0844- 1072 min~?!
ki, 2,5449-1073 | [min - uM]~?!
ky, | 7,0370-107% |  min "
kg 4,6436:- 1072 | [min - uM]™?!
kg, 1,2636- 102 min~!

R? =0,9613

AIC, = 272,6305
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E.2 Ajuste de parametros del Modelo B

Las condiciones iniciales para el Modelo B se establecieron como Fe?f=0 uM, Fe2},(0)=0
010 uM, Ca3%(0)=10 uM, 1,5 mM o 3 mM, P,(0)=0,20, Ps(0)=0,18, P,(0)=0,17, P,(0)=0,10,
P5(0)=0,18, P4(0)=0,17 y el resto de las fracciones de DMT1 a cero.

Parametro | Valor Unidades
ki, 1,2996- 107 | [min - uM]~?!
kia 0,3781 min~!
k4 0,6747 min~!
ks 1,0832 min~!
ks 4,0509 min~!

DMT1, | 73320,3441 uM
k4 4,8420-10* min~!
kgo 0,1101 min~!

kinca 2,1789- 1078 uM~1
koutca | 7,1245- 1075 uM=1

» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 10 pM, con 0 pM de FAS

Parametro | Valor Unidades
ks 4,1505 min~! - uM—?
kg 1,5765- 1074 min~!
Kes 0, 7363 min~!
ki, 3,1479- 1073 | [min - uM]™?!
kg 0,3575 [min - uM]~?!
ko, 0,4177 min~!

R? =0,9934

AIC, = 331,7528

» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 1,5 mM, con 0 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades
ks 3,1981 min~! - uM~?
ke 7,2695- 10~* min~!
kea 1,0538- 1072 min~?!
ki, 6,8493- 1073 | [min - uM]~?!
1

kg 0,1003 [min - uM]~
Koy 5,7740- 1076 min~?
R? =0,9315

AIC, = 380,5597
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» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 3 mM, con 0 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades
kys 1,2487 min~! - uM~?
kee 4,7080- 10~* min~!
kea 5,4291- 1073 min~!

ky, 7,4230-1073 | [min-uM]™?!
ke | 6,6983 10~2 | [min - uM]
ko -8,5434- 1073 min~!
R?=0,7483
AIC, = 261,4007

» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 10 uM junto con 10 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades
Koy 37,4976 min~! - uM 2
ke 6,0028: 103 min~!
ke -3,1475- 1073 min~?!
ki, 7,0327-1073 | [min-uM]™?!
kog 0,1276 [min - uM]™?
ko, 8,5590- 102 min~t

R? =0,9677

AIC, = 318,9206

» Cuando la concentracion de calcio extracelular era 1,5 mM junto con 10 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades
ks 0,5001 min~! - uM~?
ke 0,3048 min~?!
kea 1,5719 min~?!

ki, 9,8632- 107> | [min - uM]™?!
kg 3,6696- 1072 | [min - uM]~?!
ko, 5,6077-1073 min~?!

R? =0,8595

AIC, = 274,6809

» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 3 mM junto con 10 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades
kys 0,2186 min~! - uM—?
ke 1,0048- 1073 min~?!
kea 5,0488- 102 min~?!
ki, 2,9636: 10~* | [min - uM]™?!
1

kg | 0,1152 [min - M|~
ko, 5,6513- 1073 min~!
R?=0,9731

AIC, = 292,8215
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E.3 Ajuste de parametros del Modelo C
Las condiciones iniciales para el Modelo C se establecieron como Fe?f=0 uM, Fe2#(0)=0
010 uM, Ca3%(0)=10 uM, 1,5 mM o 3 mM, P,(0)=0,22, P;(0)=0,20, P,(0)=0,10, P,(0)=0,08,

P5(0)=0,25, P4(0)=0,15y el resto de las fracciones de DMT1 a cero.

Parametro | Valor Unidades Intervalo de Confianza
(e =0,05)
kis 1,0254- 1077 | [min - uM]~* +2,3212-107°
kis 0,5164 min~?! +1,8422-1072
kaq 0,6642 min~?! +2,0583- 102
ks 1,1341 min~?! +0,1573
ka4 4,2381 min~t +0,2465
DMT1, | 68977,6307 uM + 8324,3560
koq 7,0015- 10~* min~1! +1,2349- 107>
kgo 0,1051 min~! +1,1498- 102
k10 8,0509- 10~7 | [min - uM]~?! +1,0494-10~8
ks1o 7,4995- 107> | [min - uM]™! +4,0756- 10~°
kio2 6,8353- 10~* min~1 +51712-107°>
kinca 1,2854- 108 uM~1 +1,8553-107°
Koutca | 6,8520-107° uM~1 +1,5227-107°

» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 10 uM, con 0 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades Intervalo de Confianza
(¢ =0,05)

K45 3,6261 min~t - uM~? +0,1184
ks 4,1744-10~* min~?! +15717-107°>
Koa 0,4425 min~! + 3,4299- 102
kq; 2,6903- 1073 | [min-uM]™?! +1,5358-10~*
kg 0,3321 [min - uM]™?! +2,0204- 102
ko, 0,9138 min~?! + 3,4848- 102

R}%ntrenamiento = 019950; ngalidacién: 0’9833

MSEj, = 0,0651

AIC¢ gntrenamiento = 336,7112; AICc yatigacion = 307,0826

» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 1,5 mM, con 0 uM de FAS
Parametro | Valor Unidades Intervalo de Confianza
(a =0,05)
ks 0,4257 min~! - uM~2 +1,1906: 102
kee 3,5904- 1073 min~?! +5,1105- 107>
Keq 8,3648- 102 min~! +1,6867-10~*
ki, 1,8527-102 | [min - uM]~! +1,2944- 1073
kg 8,7120- 1072 | [min - uM]~?! +7,6782-10~*
ko, 1,6206- 102 min~! +5,6475 10~*

MSEj;, = 0,1171
AICC Entrenamiento :41117857; AICC Validacién :33315564

Rl%ntrenamiento =0,9721; R{%alidaci(mz 0,9728
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» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 3 mM, con 0 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades Intervalo de Confianza
(¢ =0,05)

Kys 1,3837 min~1 - uM~? +0,1179
kee 4,0985- 10~* min~?! +1,0623- 107>
kea 5,8446- 10~* min~?! +7,5017-10°°
ky, 1,4712-1072 | [min-uM]™?! +1,7587-10~*
kg 6,2167- 1072 | [min - uM]™?! +5,6891- 10~*
ko, 1,3141-1073 min~?! +2,3088: 10~*

Rlz?ntrenamiento =0,7393; ngalidacién: 0,7151

MSEj = 0,1898

AICC?Entrenamiento = 25518483; AICC?Validacién :24617687

» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 10 uM, con 10 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades Intervalo de Confianza
(a =0,05)

Kys 7,2358 min~!- uM~2 +0,3189
ks 4,2083- 1073 min~! +4,3356- 107>
Kgy 1,5697- 102 min~! +6,6194-10~*
ky, 1,9835- 1072 | [min - uM]~?! +2,0670- 1073
kg 0,1056 [min - uM]~?! +1,3388- 1073
koy 9,0489- 10~2 min~! +1,6764- 1073

R}%ntrenamiento = 019788; ngalidacién: 0’9454

MSEj, = 0,1346

AICC Entrenamiento = 330,6617; AICC Validacion =419,0723

» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 1,5 mM, con 10 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades Intervalo de Confianza
(¢ =0,05)

K45 11,8899 min~!- uM~? +9,9604- 1073
kse 1,3570 min~! +2,8239- 1072
Kea 1,9321 min~! +0,1161
kq7 6,1953- 10~* | [min-uM]™?! +9,1282-107°
kg 7,2553-1072 | [min-uM]™?! +3,5333- 1073
ko, 1,5578- 1073 min~?! +1,1365- 107>

Rl%ntrenamiento = 0’9088; R%alidacién:0!9413

MSEj, = 0,1435

AICC Entrenamiento — 30011082; AICC Validaciéon 229518849
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» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 3 mM, con 10 uM de FAS

Parametro | Valor Unidades Intervalo de Confianza
(¢ =0,05)

Kys 1,1193- 107! | min~! - uM 2 + 458281073
kee 4,0016- 10~* min~?! +1,4698- 107>
kea 2,6498- 102 min~?! +6,1357-10~*
ky, 6,8873-10~* | [min - uM]~?! +4,1224-107°
kg 9,2274-1072 | [min - uM]~?! +2,3589- 1073
ko, 3,4544- 1073 min~! +1,3797-10~*

Rlz?ntrenamiento = 0,9900; ngalidacién: 0,9847

MSEj, = 0,0517

AICC?Entrenamiento = 30516623; AICC?Validacién :39617722

E.4 Ajuste de parametros del modelo C modificado para el caso en el que las
concentraciones de calcio y de hierro en el medio apical eran de 3mM y 0 uM
respectivamente

» Cuando la concentracion de calcio extracelular era de 3mM, con 0 uM de FAS

Parametro Valor Unidades
kq, 9,6541- 1078 [min - uM] ™1
k14 4,9560 10_2 min_l
kiq 0,6366 min~!
ko 0,7525 min~!
kis 4,8986 min~?!
ks 1,7284 min~! - uM 2
ke 5,7536- 10~* min~!
ke 3,9734-1073 min~?!

DMT1g 84381,9932 uM
ki, 3,0517-107° [min - uM] ™1
k4 8,3991- 10~° min~!
kg 1,6091 [min - uM]~?
k97 9,3051 10_2 min‘l
kg 0,6826 min~?!
k10 6,5009- 10~7 [min - uM]~?
ka1o 6,0787-10~° [min - uM] ™1
kioo 1,0481- 1073 min~?!
kca 1,4661- 10~* uM~1

Rlz'?ntrenamiento =0,9523; Rgaudaciéf 0,8160

MSE;j, =0,1223

AICC Entrenamiento — 23514622; AICC Validacién :24216181
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Glosario

A

ABCG2: proteina G2 del casete de unién al ATP

AIC: criterio de informacion de Akaike

AlCc: criterio de informacion de Akaike corregido por sesgo
apo-Tf: transferrina no unida al hierro

BAPTA: Acido 1,2-bis(2- aminofenoxi)etano-N,N,N',N'-tetraacético (1,2-Bis(2-
aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid). Quelante altamente selectivo de
las reservas intracelulares de Ca?*

BBM: membrana de ribete de cepillo

BLM: membrana basolateral

Caco-2: linea celular de carcinoma de colon humano
CCM: citrato-malato de calcio
cLIP: grupo de hierro 1abil citosolico

DcytB: citocromo B duodenal

DFO: desferrioxamina

DMEM: medio Eagle modificado de Dulbecco (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium)

DMSO: dimetilsulfoxido

DMT1: Transportador de Metal Divalente 1

EDTA: Acido etilenodiaminatetraacético (Ethylenediaminetetraacetic acid)
EGTA: Acido Tetraacético de Etilenglicol (ethylene glycol-bis(s-aminoethyl ether)-
N,N,N' N'-tetraacetic acid)

FAS: sulfato de amonio ferroso

Fe-Asc: ascorbato ferroso

Fe2*: hierro ferroso

Fe3*: hierro férrico

FLVCR: receptor del subgrupo C del virus de la leucemia felina

FPN: Ferroportina, también denominada como IREG1 (Iron Regulated Gene 1),
SLC40Al1 0 MTP1

FPN1A: isoforma 1A de ferroportina- Contiene un elemento de respuesta al hierro
(IRE) en la regién no codificante 5'

FPN1B: isoforma 1B de ferroportina. Carece de un elemento de respuesta al hierro
(IRE) en la region no codificante 5'
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HCP1: Proteina Transportadora Hemo 1

hDMT1: Transportador de Metal Divalente 1 humano

HEK: células embrionarias de rifidn humano

holo-Tf: transferrina unida a dos iones de hierro

HO1-CytP450: complejo multienzimatico hemooxigenasa citosélica-1/NADPH-
Citocromo P450 reductasa

Hp: hefaestina

HRESs: elementos de respuesta a la hipoxia

IC: intervalos de confianza

IDA: anemia por deficiencia de hierro

IMDM: medio Dulbecco modificado de Iscove (Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium)

IRE: elemento sensible al hierro

IRP: proteinas reguladoras del hierro

LB: Medio Luria-Bertani
LOOCV: técnica de validacién cruzada dejando uno fuera o Jackknife (leave-one-out
cross-validation)

MEM: Medio Esencial Minimo (Minimum Essential Media)
MSE: error cuadratico medio (Mean Square Error)
MSEjk: MSE de Jackknife

NCXJ1: intercambiador de Na*/Ca%*
NTBI: hierro no unido a transferrina

Opti-MEM® I: Medio Esencial Minimo mejorado. Permite una reduccion de la
suplementacion de SBF

PBS: tampdn fosfato salino o buffer fosfato salino (phosphate buffered saline)
PMCAL1b: Ca?*-ATPasa 1b de la membrana plasmatica

TEER: resistencia eléctrica transepitelial

Tf: transferrina

TAP: tapsigargina, inhibidor altamente selectivo de la Ca**-ATPasa del reticulo
sarcoendoplasmico

TRPVG6: canal de cationes de potencial receptor transitorio, miembro de la familia
vaniloide 6
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RTT: receptores especificos de transferrina

SBF: suero bovino fetal (fetal bovine-serum)
scDMT: transportador de metal divalente de ostiones

VDR: receptor intestinal de vitamina D
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