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RESUMEN

La fertilizacién es uno de los eventos mds importantes para las especies que se reprodu-
cen sexualmente. Organismos con fertilizacién externa, tales como los erizos de mar, son
excelentes modelos para el estudio de la reproduccién. En estas especies, el movimiento
del espermatozoide es controlado por una via de sefializaciéon que se dispara por pépti-
dos liberados del recubrimiento gelatinoso del huevo, conocidos como Sperm Activating
Peptides (SAPs). La estimulaciéon por SAP desencadena varios eventos electrofisiolégicos
y bioquimicos interrelacionados dentro del flagelo del espermatozoide de erizo de mar:
aumento en la concentracién de nucleétidos ciclicos (i. e. cGMP, cAMP) y del pH intrace-
lular (pH;), asi como cambios en el potencial de membrana causados por flujos iénicos
regulados de K*, Na* y Ca*>*. Estos eventos culminan en la generacién de fluctuaciones
en la concentraciéon de Ca*" intracelular ([Ca**];), cuya dindmica controla el grado de
simetria del batido flagelar, y éste a su vez dirige al espermatozoide. La composicién y
regulacion de esta via atin no se entiende por completo, principalmente debido a que las
proteinas transportadoras, que controlan los flujos iénicos, s6lo se han podido caracterizar
in vivo mediante farmacos cuya especificidad no estd garantizada al 100 %. Por otra parte,
desde el hallazgo reciente de que en flagelos de espermatozoides de erizo de mar se
encuentra expresado CatSper (un canal de Ca** con dependencias funcionales tinicas que
lo separan de los canales cldsicos dependientes de voltaje (Cay)), todavia no estéd claro
cuanto contribuye éste y si otros canales de calcio también participan en esta via.

Aqui, con base en un modelo de red l6gica respaldado experimentalmente, se sugiere
que CatSper es fundamental en la Via de Sefializacién Activada por SAPs (VSAS), mientras
que otros canales de Ca** atin podrian ser relevantes. Mediante cdlculos en redes knock-out
in silico, se argumenta que CatSper es el principal generador de oscilaciones de calcio en la
via y que otros canales de calcio, si estdn presentes, juegan papel auxiliar.

Con el fin de llevar el andlisis a un nivel mas cuantitativo en tiempo real y explorar las
estequiometrias plausibles entre los canales sugeridos, se propuso de forma independiente
un modelo de ecuaciones diferenciales, basado en formalismos de cinética enzimatica y
de Hodgkin & Huxley. Para calibrar y caracterizar el sistema, éste se dividié en: 1) un
moédulo disparador que liga la actividad de SAP con el cGMP y la respuesta temprana
del potencial de membrana (V); 2) dos médulos alternativos que presentan uno de los
canales de Ca** mencionados. Estas dos partes se enlazan mediante la variable V. Los
modulos alternativos explican por separado las caracteristicas tipicas de la envolvente y
el espaciamiento progresivo de los picos de [Ca**];: en el primero, la respuesta de [Ca**];
depende de la accién concertada de canales tipo Cay y canales de K* Ca*"-dependientes,
BK; mientras que el segundo requiere del canal CatSper. Luego de resultados obtenidos
tanto de variaciones controladas in silico en cGMP, pH; y V, asi como de la exploracién de
escenarios mixtos, se predice que dindamicas de [Ca*"]; razonables se obtienen sélo con
escenarios donde la aportacion de CatSper al flujo total de calcio supera a la de Cay, dentro
de ciertos limites. Los enfoques adoptados aqui permiten proponer mecanismos, que de
otra forma serian dificiles de caracterizar s6lo por procedimientos experimentales.
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INTRODUCCION

So, anyone out there [...] who have successfully tried IVF, and especially any of
the estimated five million or more people who now exist because of such assisted
reproductive technology—thank sea urchins. All of those innovations stand on
the shoulders of a basic understanding of what actually happens when sperm and
egg collide. And we know that from studying sea urchins.

MARrAH J. HARDT, Sex in the sea, 2016 [1]

1.1 MARCO TEORICO
1.1.1  Descripcion del fenémeno biol6gico

La fertilizacién es un evento primordial para las especies con reproduccion sexual, el
cual requiere del encuentro exitoso entre un gameto masculino (espermatozoide) con un
gameto femenino (6vulo). El espermatozoide es una de las pocas células que abandona el
cuerpo de un organismo para ejercer una sola funcién fuera de éste': depositar su material
genético en el 6vulo para dar origen a un nuevo ser. Este evento tan fundamental para
la vida requiere de que el espermatozoide, una vez liberado al medio, lleve a cabo una
secuencia de procesos controlados por mecanismos bioquimicos finamente regulados: 1) la
maduracién y adquisicién de la motilidad, 2) el nado mediado por sefiales del medio para
encontrar al 6vulo, y 3) la fusién con éste tltimo.

La investigacion sobre la fertilizacion ha sido intensiva en erizos de mar desde hace
maés de dos siglos, ya que ofrece ventajas en el laboratorio que lo han situado como un
excelente modelo de estudio en la biologia del desarrollo. Entre estas ventajas se puede
mencionar que, al ser un organismo de fertilizaciéon externa, es sencillo reproducir las
condiciones del medio en que suceden la secuencia de procesos antes mencionada; por otro
lado, los procedimientos para colectar gametos son précticos, ademads de que se pueden
obtener grandes cantidades de éstos por cada individuo. En una sola emisién, una hembra
puede liberar del orden de 10° 6vulos, mientras que un macho puede eyacular cerca de
10! espermatozoides, una cantidad equivalente a lo que producirian mil hombres.

En invertebrados marinos con fertilizacién externa, como los erizos de mar, hembras
y machos liberan sincronizadamente sus gametos en el mar. Para alcanzar el huevo, los
espermatozoides se propulsan en el medio valiéndose de una estructura subcelular conocida
como flagelo, el cual es un organelo que los provee con motilidad y es altamente conservado
en todo los organismos eucariotas. Sin embargo, las corrientes del mar y el efecto de la
dilucién de los gametos, pueden representar una desventaja para el encuentro entre éstos;

Esto es cierto en organismos con fertilizacién interna. En el caso de la fertilizacion externa, el 6vulo también es
expulsado y el encuentro entre gametos sucede en el medio externo
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ademads, los espermatozoides cuentan con una ventana de tiempo de aproximadamente
un par de horas para fertilizar un huevo antes de perder su viabilidad. No obstante, para
contender con estos obstaculos aparentes, a lo largo de la evolucién surgié una adaptacion
como estrategia para favorecer la probabilidad de encuentro més alld de lo esperado por
simple azar.

Figura 1.1: Respuesta sensoriomotriz en el espermatozoide de erizo de mar para localizar un
huevo conespecifico. La capa gelatinosa que recubre al huevo contiene péptidos pequefios conocidos
como Sperm Activating Peptides (SAPs), los cuales se desprenden y difunden formando un gradiente
de concentracion alrededor de dicha célula. La sefial dada por el patréon espacial de SAP es
interpretada por los espermatozoides para guiar su nado mds facilmente hacia el huevo. En
ausencia del quimioatrayente, los espermatozoides describen una trayectoria circular con un radio
mds o menos constante cuando nadan confinados a una superficie, mientras que en tres dimensiones
el tipo de movimiento es helicoidal. Cuando los espermatozoides se enfrentan al gradiente de
SAP, muestran un patrén de movimiento que se caracteriza por giros pronunciados (marcados en
naranja), causados por una marcada curvatura asimétrica del flagelo, intercalados por episodios de
nado mds progresivo (marcados en amarillo), provocados por un batido flagelar mds simétrico, el
cual genera trayectorias con un radio de curvatura mayor que en el nado basal. La temporalidad
coordinada de este patrén de movimiento con respecto a la posicién espacial del espermatozoide
dentro del gradiente, llevara al eventual encuentro entre gametos. Modificado de [2].

Una vez que la motilidad se activa en el medio externo, el espermatozoide responde a
sefiales moleculares del huevo, las cuales forman un gradiente de concentracion al rededor
de éste ultimo y guian el nado del primero. Este tipo de movimiento dirigido se conoce
como quimiotaxis. En el caso del erizo de mar, la membrana del huevo estd cubierta
por una capa de gelatina que contienen péptidos conocidos genéricamente como Sperm
Activating Peptides (SAPs), los cuales se desprenden y difunden en el medio. La respuesta
a SAP guarda un cierto nivel de especificidad molecular, ya que dependiendo del orden y
género al que pertenecen las especies de erizo de mar, puede haber variaciones tanto en la
secuencia de aminoécidos que codifica el SAP correspondiente [3] como en el grado de
reactividad que presentan los espermatozoides a quimioatrayentes de otras especies [4].
Por ejemplo, en las especies més estudiadas en el laboratorio, Strongylocentrotus purpuratus
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y Lytechinus pictus, los espermatozoides s6lo responden al SAP speract [5], un decapéptido;
mientras que en Arbacia punctulata (la primera especie de erizo de mar donde se describié
la quimiotaxis), el quimioatrayente es resact, un tetradecapéptido [6]. El patrén de nado
estereotipico que muestran los espermatozoides estimulados por SAP, consiste de una
serie de giros pronunciados intercalados con episodios de nado casi recto (Figura 1.1).
Cabe resaltar que la escala de tiempo en que se desarrollan estas trayectorias es del orden
de segundos, y mds atn, la duracién de los modos de nado descritos es de apenas unas
cuantas décimas de segundo. La localizaciéon del huevo por parte de los espermatozoides
dependerd de la correcta coordinacién entre este patrén de movimiento y el estimulo
peridédico de SAP [5, 7].

Gir_p
[Ca2+]i1 .

—y

. Progresivo

Figura 1.2: Regulacién de la quimiotaxis de espermatozoides de erizo de mar por medio del
calcio. Se esquematiza la trayectoria (linea negra) de un espermatozoide nadando en un gra-
diente de quimioatrayente, cuya fuente estd en la parte inferior izquierda (fondo gris). Cuando
el espermatozoide se desplaza con direccién hacia la mayor concentracién, la activaciéon de los
receptores de SAP de su flagelo va incrementando, lo cual predispone a que el flagelo experimente
un aumento transitorio de la concentracién de calcio interna [Ca**]; luego de que la trayectoria del
espermatozoide comienza a ir en contra del gradiente. Los niveles de calcio intraflagelar durante
la trayectoria quimiotactica se indican con un cédigo de colores que va de negro (concentraciéon
baja) a rojo (concentracién alta); en la parte superior se dibuja un trazo temporal correspondiente.
De la misma forma como en la Figura 1.1, se sefiala las coincidencias de giros pronunciados con
un batido flagelar asimétrico, y de episodios de nado mds progresivo con un flagelo que se dobla
mads simétricamente. Es de notar que los giros tienen lugar al comienzo del aumento del [Ca**];,
mientras que los episodios de nado progresivo ocurren cuando los niveles de calcio van en descenso
desde los picos de concentracién alcanzados. De esta forma, se establece una secuencia de giros
quimiotécticos que viene dada por la transduccién de un estimulo extracelular de SAP en una sefial
interna de calcio.

Cuando el espermatozoide es estimulado por SAP, una sefial de calcio se desencadena al
interior del flagelo, la cual consiste de trenes de oscilaciones en la concentracién de dicho
cation [8, 9]. Estas fluctuaciones de [Ca**]; se correlacionan con cambios en el comporta-
miento de natacién del espermatozoide. Cuando los flagelos detectan aumentos en la tasa
de influjo de Ca**, su batido se vuelve asimétrico y el espermatozoide experimenta giros
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pronunciados, mientras que la extrusion de calcio produce un batido flagelar mds simétrico
y por consecuencia una trayectoria méas progresiva [5, 10, 11]. Por lo anterior, resultan
fundamental que estas elevaciones transitorias de calcio sucedan con una temporalidad
adecuada con respecto de la dindmica del estimulo que va enfrentando el espermatozoide
a lo largo de la exploracién del gradiente. De esta forma, la transduccién de la sefial de
SAP en un tren de oscilaciones de [Ca**]; constituye un mecanismo mediante el cual un
patrén espacial, dado por el gradiente del quimioatrayente, es interpretado y codificado
internamente por el espermatozoide mediante un patrén temporal, a través de la sefial de
calcio (Figura 1.2).

Vale la pena mencionar que, si bien los trenes de oscilaciones de [Ca**]; son tipicos de
trayectorias quimiotacticas, éstos no estdn condicionados a la existencia de un estimulo
perioédico como sucede durante la exploraciéon de un gradiente de SAP. De hecho, se ha
observado que en células fijadas sobre una superficie, y estimuladas con una concentracién
homogénea de SAP, también se produce una serie de picos de calcio con una organizacién
temporal tipica, caracterizada por una disminucién gradual de la amplitud de los picos
y un aumento progresivo de los intervalos entre picos consecutivos (Figuras 1.3A y 4.3).
Esto da una idea de la existencia de un oscilador interno, el cual desempefia una funcién
esencial en el nado del espermatozoide cuando se acopla con un estimulo periédico.

1.1.2  Via de sefializacién activada por SAPs

Los espermatozoides son células altamente especializadas, y a diferencia de la mayoria
de tipos celulares, las maquinarias de transcripciéon y traduccién se encuentran inactivas
o practicamente inexistentes en ellos; es por esto que, para efectos de la escala temporal
en que suceden sus funciones basicas, el nimero de componentes proteinicos que lo
conforman pueden considerarse estables en el tiempo. Por otro lado, la capacidad que
muestran estas células de reaccionar rdpidamente ante los cambios del medio, tal como
sucede en la quimiotaxis, depende principalmente de procesos de sefializacién mediados
por segundos mensajeros y flujos iénicos; este tipo de procesos toman lugar a escalas
de tiempo mads rdpidas (fracciones de segundo) que los procesos llevados a cabo por
redes de regulacién genética (minutos a horas). Mds especificamente, con respecto a los
eventos moleculares que subyacen la generacién de la sefial de [Ca**];, estos toman lugar
en el flagelo. La figura 1.4 muestra un esquema general de las relaciones moleculares que
componen la VSAS.

Las moléculas de SAP pueden unirse directamente a una guanilato ciclasa de membrana
(resact [13]) 0 a un receptor asociado a ella (speract [14, 15]); en respuesta al ligando
natural, la estimulacién de la actividad de guanilato ciclasa genera una sefial de cGMP [6].
El aumento en la concentracién de cGMP conduce a la apertura de canales de K* regulados
por nucleétidos ciclicos (KCNG / CNGK) que produce un flujo saliente de K* y por consi-
guiente hiperpolariza la membrana ([16, 17]. A su vez, esta hiperpolarizacién promueve la
apertura de canales activados por hiperpolarizacién y modulado por nucleétidos ciclicos
(spHCN) que conducen una corriente catiénica que ejerce el efecto opuesto sobre el potencial
de membrana, repolarizandolo [18].
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Figura 1.3: Mediciones de la dindmica de calcio intraflagelar en célula tnica. Se muestran trazos
temporales de una sefial de fluorescencia generada por la unién especifica entre un colorante y
iones calcio; ésta da una estimacién del aumento relativo de la [Ca**]; con respecto al nivel basal.
(A) Medicién en un espermatozoide fijado de S. purpuratus, donde la solucién que contiene el SAP
speract se afiade en el tiempo indicado por la flecha; la linea discontinua ilustra el componente
ténico de la respuesta, sobre el cual se superpone el componente fasico que corresponde a todas
las fluctuaciones (modificado de [8]). (B,C) Mediciones de espermatozoides nadando libremente
estimulados con andlogo de cGMP desenjaulable; la flecha indica el instante cuando se incide el
haz de luz UV para liberar el cGMP activo. La serie de tiempo en B corresponde a la especie A.
punctulata, y C a S. purpuratus (modificado de [9] y [10], respectivamente). En C, la curva negra
corresponde a la medida del flagelo, y la linea gris corresponde a la cabeza

Se han reportado transcritos de canales cldsicos de calcio dependientes de voltaje, en
tejido testicular de S. purpuratus: Cay1.2, Cay2.3 y Cay3 [18, 19]; este tipo de canales se
encontrarian ampliamente representados en otras células excitables (Figura 1.5A). De éstos,
s6lo los canales Cay1.2 fueron inmunodetectados en los flagelos de los espermatozoides
de esta especie [19] y posteriormente se detecté un transcrito de Cay de tipo T (Cay3) en
tejido de testiculo [18]. En este contexto, resulta sensato considerar que la caida transitoria
del potencial de membrana podria eliminar la inactivacién de éste tltimo canal para que
luego se active por la repolarizaciéon inducida por spHCN.

Por otro lado, CatSper, un canal de Ca*" especifico de espermatozoides activado por
pHi, y reconocido por ser esencial para la fertilizacion humana y de ratones [20, 21],
se encuentra codificado en el genoma del erizo de mar [22], e incluso estd conservado
en muchos clados eucariotas [23]. Recientemente se ha demostrado que este canal esta
funcionalmente presente en los espermatozoides de A. punctulata [24]; se caracteriza por
ser regulado por voltaje y marcadamente sensible al pH; (Figura 1.5B). Por lo tanto,
la hiperpolarizacién inducida por KCNG puede estimular un intercambiador Na*/H*
especifico de espermatozoide (sSNHE), que alcaliniza el citosol mediante la extrusiéon de
protones, con lo que desplaza la curva de activacioén por voltaje de CatSper hacia valores
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Figura 1.4: Panorama actual de la via de sefializacién activada por SAP. Después de unirse a su
receptor, una molécula de SAP puede estimular a la guanilato ciclasa de membrana (GC), ya sea
indirectamente (speract, 1a) como en S. purpuratus y L. pictus), o directamente (resact, 1b) como en A.
punctulata; esto eleva transitoriamente la concentracién de cGMP (2), activa los canales tetraméricos
de K* regulados por cGMP (KCNG) (3), causando una hiperpolarizacién del potencial de membrana,
V, (5) debido al flujo saliente de K* (4). Este cambio en V puede activar un intercambiador Na*/H"*
(sNHE) (6a), eliminar la inactivacién de canales de Ca** activados por voltaje (Cays), promover la
apertura de canales activados por hiperpolarizacién y nucleétidos ciclicos (spHCN) (6b), y facilitar
la extrusion de Ca** (7a) mediante intercambiadores Na*/Ca** dependientes de K* (NCKX) (6c¢).
La activaciéon de SsNHE aumenta el pH; (7b) que sensibiliza CatSper a los cambios de voltaje (8a) e
incrementa la actividad tanto de la adenilato ciclasa soluble (sAC) (8b) como de la fosfodiesterasa-5
(PDEs5) (8c). El aumento en la concentracién de cAMP (9) podria potenciar la apertura de spHCN
(10a) y sostener la actividad de sSNHE (10b). La apertura de spHCN causa el influjo de cationes (7c)
y contribuye a despolarizar V (7d) activando Cays (11a) y/o CatSper (11b), lo que aumenta [Ca**];
(12) y a su vez promueve una curvatura flagelar asimétrica que provoca que los espermatozoides
giren pronunciadamente. Posiblemente, el aumento de [Ca**]; también abre los canales de K*
regulados por Ca** (BKc,) y canales de CI" regulados por Ca** (CaCC) (14), que luego compensan
(15) la despolarizacion de la membrana causada por el influjo de Ca** (13), lo cual remueve la
inactivacién de los canales de Cay y a su vez disminuye la apertura de CatSper. Esta sucesién de
eventos ocurre ciclicamente, organizando aumentos transitorios de [Ca®*]; (12) que producen una
secuencia de giros en el nado del espermatozoide hasta que los segundos mensajeros se agoten.
Modificado de [12]

de potencial mds negativos, facilitando la apertura de dichos canales cuando la membrana
se despolariza [24, 25].

Una adenilato ciclasa soluble (sAC) es dependiente de pH; en el caso de los esperma-
tozoides de erizo de mar [29, 30]; ademds, SNHE de mamiferos contiene un dominio de
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Figura 1.5: Estructura general de los canales de Ca** presentes en el flagelo de espermatozoides
de erizo de mar. Para los canales Cay (A) y CatSper (B), se muestra una caricatura de la topologia
membranal predicha para sus respectivas subunidades, asf como una representacién de como éstas
ensamblan el complejo de canal iénico. En (A), se muestra la subunidad principal «;, que es una
proteina integral de membrana formadora del poro que contiene 4 dominios repetidos (etiquetados
L II, IIT y IV), los cuales se pliegan formando un pseudo-tetrdmero; cada uno de estos dominios
contiene 6 segmentos transmembranales (S1-56), de los cuales el S4 es un dominio sensor de voltaje,
presente tipicamente en canales voltaje-dependientes, mientras que S5 y S6 forman el vestibulo del
poro. La sensibilidad al voltaje se debe principalmente al contenido de varios aminodcidos cargados
positivamente (sefialados con simbolos +). A diferencia de los canales Cay tipo 3 (LVA), los Cay de
tipo 1 y 2 (HVA) también requieren de subunidades accesorias ademas de la subunidad principal
«1: B (que es soluble) y apé (anclada al lado exterior de la membrana), las cuales confieren rasgos
particulares en cuanto a la dindmica y sensibilidad de la compuerta voltaje-dependiente. Modificado
de [26, 27]. En (B), se muestra el caso de CatSper en la especie de erizo de mar A. punctulata; cada
subunidad tiene sefialado el peso molecular predicho. A diferencia de los Cay, el poro de CatSper
estd formado por 4 proteinas homdlogas, codificadas cada una por un gen diferente (CatSper1-4);
al igual que los 4 dominios de la subunidad «; de Cay, estas subunidades contienen segmentos
S1 al S6, de los cuales el S4 tiene sus cargas positivas esquematizadas como en (A). Los cilindros
grises de las subunidades 1, 2 y 4 indican dominios coiled-coil, los cuales se propone son mediadores
de la heterotetramerizacién [28]. Las subunidades accesorias f, J y ¢ son proteinas integrales de
membrana que no guardan ninguna relacién de homologia con las de los Cay. Hasta la fecha, la
expresion heteréloga de este complejo no ha sido posible. Modificado de [24].
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unién a nucleétidos ciclicos [31], lo que sugiere que el cAMP podria regular su actividad.
Lo anterior abre la posibilidad de que haya un aumento del nivel de cAMP como resultado
de la alcalinizacion inducida por hiperpolarizacion [32]. Por lo tanto, esto implicaria una
forma en que el aumento de cCAMP contribuya a una estabilizacién de un pH; elevado, y
como se indicé anteriormente, activaria un canal de Ca** sensible al pH; [33, 34], tal como
CatSper [24, 35].

La evidencia acumulada sugiere que los ciclos de hiperpolarizacién/despolarizacién
del potencial de membrana acoplan las fluctuaciones de [Ca*"]; con los gradientes de SAP
[36-38]. Actualmente, una hipétesis de trabajo es que canales de K* y CI', dependientes de
Ca**, los cuales generarian corrientes hiperpolarizantes, podrian contribuir al reinicio de la
via después del influjo de Ca** a través de CatSper y/o de los canales Cay [24, 35]. Con
esta interaccion directa entre el calcio y una nueva hiperpolarizacién, se pueden generar
trenes de oscilaciones de V con estos componentes después de la primera fluctuacién de
[Ca**];, lo cual explicaria la respuesta prolongada de varios segundos provocado por un
pulso de SAP [8] (Figura 1.3A), o incluso por un pulso de cGMP [9] (Figura 1.3B).

1.2 ANTECEDENTES DE MODELACION

Después de la descripcion del fenémeno de la quimioatraccién en la seccién anterior,
queda claro que la respuesta sensoriomotriz del espermatozoide del erizo de mar ante
SAP depende de una retroalimentacién coordinada entre variables externas e internas,
las cuales estdn relacionadas respectivamente con: 1) la concentracién local del péptido
quimioatrayente que el espermatozoide va enfrentando al desplazarse dentro del gradiente
que rodea al huevo, y 2) el conjunto de cambios moleculares desencadenados en el interior
del flagelo.

La acumulacién continua de mediciones experimentales enfocadas en aspectos muy
puntuales del este fenémeno, sumada a la naturaleza no lineal de las interacciones que lo
subyacen, ha planteado la necesidad de recurrir a enfoques tedricos que permitan integrar
el conjunto de observaciones en modelos mecanisticos y asi lograr un mejor entendimiento
de la evidencia experimental en el contexto de un sistema completo, capturando rasgos
esenciales de éste mismo. Mas alld de la utilidad de los modelos como herramientas
descriptivas, han resultado ser valiosas plataformas de prediccién que ayudan con el
planteamiento de hipétesis y a responder preguntas que de otra manera estarian fuera del
alcance por las limitaciones de las técnicas experimentales actuales.

Desde hace més de una década, ha habido un creciente interés en estudiar varias
cuestiones relacionadas con el fendmeno de la quimiotaxis de espermatozoides a través de
modelos matemadticos. Algunos de éstos han abordado la dindmica cualitativa [35, 39] o la
dindmica continua de un conjunto reducido [40] de los componentes de la VSAS, mientras
que otros se han enfocado mas detalladamente en la respuesta motora, incorporando la
sefializacion mediante modelos fenomenolégicos muy simplificados [11, 41-44].

Los sistemas de regulacién que controlan las funciones esenciales de las células compren-
den la accién conjunta de una variedad de procesos bioquimicos interrelacionados. Esto
plantea la necesidad de una plataforma adecuada para abordar sistemas de tal complejidad,
cuyos componentes a menudo se desenvuelven en varias escalas de tiempo y siguen
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dindmicas que involucran multiples retroalimentaciones. Actualmente, una variedad de
formulaciones matematicas se han desarrollado para el estudio de sistemas regulatorios, las
cuales implican combinaciones de todos tipos de: variables con estados continuos/discretos,
descripciones en tiempo continuo/discreto, interacciones de corto/largo alcance, interre-
laciones con una gama de topologias definidas, y reglas de evolucién bajo formalismos
deterministas y/o estocasticos. También, vienen a la mente los sistemas de ecuaciones
diferenciales ordinarias, mapeos acoplados, autématas celulares, ecuaciones diferenciales
parciales. La riqueza y variedad de formalismos, junto con la disponibilidad de capacida-
des computacionales sin precedentes, abren un panorama insospechado para los estudios
matemadticos de fenémenos biolégicos.

Con respecto al estudio de la generacién de fluctuaciones de [Ca**]; que controlan
la motilidad del espermatozoide, el primer modelo dindmico propuesto para la via de
sefializacién de calcio en la cual se centra este trabajo [39], se situ6 dentro de la familia de
modelos de dindmica de grano grueso. En este tipo de formalismo, tanto el estado de las
variables como las unidades de tiempo se definen en niveles discretos; los componentes
de la via se conceptualizan como nodos conectados que conforman una red, y el estado
de cada uno de éstos se determina por reglas regulatorias codificadas como tablas de
verdad (Figura 1.6, el formalismo se explica con mas detalle en la seccién 3.2). Ante un
estimulo in-silico por SAPs, la dindmica de la red completa alcanza un patrén periédico,
i.e. la configuracion del sistema se repite luego de un niimero finito de iteraciones. Este
numero define el periodo. En particular, para el nodo que representa al Ca** intracelular
se recupera un comportamiento oscilatorio que puede relacionarse con la serie de picos de
calcio que se observa experimentalmente en el flagelo de espermatozoide [8]. El modelo,
ademas de haber corroborado fenomenologia ya reportada, generé varias predicciones
sobre la alteracion de la dindmica de la sefial de calcio que se verificaron en el laboratorio.
Entre las predicciones a resaltar estdn: 1) un canal de potasio activado por calcio (CaKC)
regula los intervalos entre picos, 2) la actividad de un canal dependiente de voltaje de alto
umbral (HVA, por sus siglas en inglés) interviene en el tiempo de aparicion del tren de
oscilaciones.

Por otro lado, Aguilera et al. [40] propusieron un modelo para la dindmica continua de
un subconjunto reducido de los componentes de la via (9 variables). Un modelo de esta
naturaleza, que consiste de ecuaciones diferenciales, permite caracterizar la dindmica del
estado de las variables en unidades de medicién y escalas de tiempo reales, a diferencia
del descrito arriba. En dicho trabajo, se dieron a la tarea de encontrar cuéles serian las
variables esenciales del oscilador central. Sin embargo, por ser un modelo reducido, no se
consideraron los eventos de la via que estdn directamente relacionados con la produccién
de segundos mensajeros y activacion del receptor. Cabe mencionar que los resultados de
ese modelo sefialaron a 3 variables como indispensables para el oscilador: Na*, K* y Ca**.

A pesar de que los modelos anteriores consideran los canales de Ca** controlados por
voltaje clasicos como las entidades moleculares responsables del influjo de Ca**, el papel
de CatSper [22-24, 35, 38] no se descarta. Ademads, Espinal-Enriquez et al. [35] sugieren su
presencia, dada la posibilidad de examinar la consecuencia de alterar varios subconjuntos
de componentes de la red de sefializacion.

En una plataforma de modelacién matemaética, se vuelve facil analizar el efecto de
farmacos multiblanco y se puede abordar la cuestion de si éstas actian simultdneamente o
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Figura 1.6: Modelo de red légica discreta para la VSAS, propuesto anteriormente por Espinal
et al. [39]. Cada componente de la via de sefializacién se conceptualiza como una variable discreta
que asume un estado de un repertorio de niveles bien definidos: binaria si tiene 2 estados posibles
(cajas amarillas) y ternaria si tiene hasta 3 (cajas verdes). En cada instante de tiempo, los nodos
actualizan su valor aplicando una funcién regulatoria légica codificada como tabla de verdad. Abajo,
se muestra como ejemplo la funcién del cAMP; ésta contempla todas las combinaciones tinicas
de los valores de sus reguladores (AC, PDE y cAMP) y le asigna a cada una de ellas un valor de
salida especifico (tltima columna), el cual se basa en la abstraccién cualitativa de observaciones
experimentales. El conjunto de estas variables se puede visualizar como una red donde los nodos
son las variables que la componen y las entradas de sus reglas regulatorias son los enlaces. Los
enlaces pueden ser activadores (negro), inhibitorios (rojo) o duales (amarillo). Modificado de [39].

no en més de un nodo de la red. Esto se llevé a cabo para el caso del Acido Niflamico (AN),
un farmaco que se sabe afecta la activaciéon de los canales HCN, CaCC y CaKC. Motivado
por las simulaciones del modelo discreto en [39], en donde se determinaron cambios en el
periodo, nivel promedio y amplitud de la sefial de Ca**, en [38] se abord¢ dicho escenario
de accién del AN sobre la via de sefializacién activada por speract y se realizé un estudio
experimental que revel6 la interrupcion de la quimiotaxis por AN en espermatozoides del
erizo L. pictus. Al observar el efecto de la alteracién individual y conjunta de los canales
sensibles a AN sobre las caracteristicas de fluctuacién del Ca**, en [35] se concluyé que el
bloqueo de HCN produce las modificaciones més fuertes en las propiedades temporales
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de la respuesta, esto al introducir un elemento de irregularidad y disminuir la amplitud
de la sefal. El bloqueo de CaCC aumenta la amplitud de las oscilaciones y el bloqueo de
CaKC aumenta los valores promedio y méximos de la sefial de Ca**. Este tipo de estudio
combinatorio, inviable o muy dificil de implementar experimentalmente, se vio facilitado
por la modelacién matemaética, que ayuda a revelar comportamientos de varios elementos
reguladores en conjunto, asi como el papel particular de cada uno de estos. El estudio en
[35] exploré dos acciones opuestas de AN sobre CaKC en espermatozoides de erizo de
mar, es decir, inhibitorio versus estimulante, para el cual existe evidencia experimental
controvertida en otros sistemas biolégicos (discutido en [35]). Segtin el modelo, se pueden
prever dos escenarios congruentes con resultados experimentales [36], dependiendo de
la participacién de: i) un canal de K* adicional diferente de Slo1 o ii) un canal adicional
dependiente de Ca**, pH; y voltaje tal como CatSper. Esta tltima prediccién esta ahora
experimentalmente corroborada [24].
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OBJETIVOS

Today’s biologists increasingly recognize that appropriate mathematics can help
interpret any kind of data. In this sense, mathematics is biology’s next
microscope, only better. [... ] In the coming century, biology will stimulate the
creation of entirely new realms of mathematics. In this sense, biology is
mathematics’ next physics, only better.

JorL E CoHEN, 2004 [45]

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La via de sefializacion que media la quimiotaxis dirigida por [Ca**]; en el espermatozoide
de erizo de mar ha sido objeto de intenso estudio, y varias décadas de investigacion
experimental han implicado varios canales y componentes moleculares [2, 12, 46, 47].
A pesar de que esta via ha sido ampliamente estudiada, quedan muchas preguntas
con respecto a los elementos participantes y sus relaciones, principalmente debido a
las limitaciones experimentales.

Inicialmente se pensaba que los canales clasicos de Ca**, voltaje dependientes de alto
y bajo umbral (HVA,LVA) eran los principales responsables de las fluctuaciones de [Ca*"];
[2, 5, 6, 10, 18, 19, 48]. Sin embargo, las observaciones experimentales han demostrado
que en espermatozoides de erizo de mar el aumento de la sefial de calcio es antecedido
por una alcalinizacién del citosol, medido primero a nivel de poblacién de células ([24,
48] y recientemente en células individuales [49]. Esto sugiere que el intercambiador sNHE
[31] puede jugar un papel en los primeros pasos de la via. Aunque la regulacion fina del
pH; a través de sSNHE atn no se entiende completamente, el considerar una interacciéon
directa con las fluctuaciones del [Ca**]; se vuelve llamativo. Un fuerte candidato para
este enlace es el canal de calcio CatSper, ya que en mamiferos se ha demostrado que esta
expresado principalmente en espermatozoides, es activado por alcalinizacién, ligeramente
sensible al voltaje y esencial para fertilizacién [21, 50, 51]. La participacién de un canal de
calcio con estas caracteristicas en la fisiologia de los espermatozoides de erizo de mar se
conjeturd en [35, 38] y recientemente se identific6 la expresion de CatSper en el flagelo de
espermatozoides de la especie A. punctulata [24].

En la Tabla 2.1, se resumen las evidencias experimentales para los tipos de canales de
calcio propuestos para participar en los trenes de oscilaciones de [Ca**]; activados por
SAP. Hay que recalcar que la mayoria de las pruebas son indirectas y se basan en enfoques
farmacolégicos, que intentan implicar canales con base en ensayos que utilizan fdrmacos
bloqueadores y activadores, las cuales a menudo no son especificos y, por lo tanto, tienen
efectos cruzados. Las técnicas de ingenieria genética que permitirian llegar a conclusiones
definitivas sobre la necesidad y suficiencia de los canales postulados, e. g. mutantes nulos
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Canal de Caz* Evidencia experimental en flagelos de espermatozoides

Biologia molecular Farmacologia?®

LVA (tipo T) mRNA en tejido testicular[18] Niquel [51]
Nimodipina [8, 10]

HVA (tipo L) mRNA en tejido testicular, Nl;n;)dlplna [19]
Po cr g
P inmunolocalizacién®[1 o] Nifedipina [19]

Verapamil [39]
mRNA en tejido testicular, Mibefradil [24]
CatSper? inmunolocalizacién€, MDL12330A [24]

espectrometria de masas [24, 52] NNC 55-0396 [52]

Tabla 2.1: Resumen de evidencia experimental en erizos de mar sobre los principales canales de
calcio propuestos en la vsAs.  Cabe mencionar que de los bloqueadores farmacoldgicos enlistados,
ninguno guarda una especificidad del 100 % con los canales asociados. ° Anticuerpo levantado
contra un polipéptido de la subunidad « del canal en rata, el cual también reconoce la versiéon
homoéloga en espermatozoides de ratén y humano. ¢ Anticuerpo levantado contra polipéptidos de
subunidades formadoras de poro de A. punctulata [24] y S. purpuratus [52]. ¢ Es de interés notar que
no se han logrado registros electrofisiolégicos directos en espermatozoides maduros de erizo de
mar en comparacién con el canal homélogo de espermatozoides de ratén, humano y macaco [53].

(knock-outs), aan han sido imposibles de implementar en los espermatozoides de este
organismo modelo.

Por lo tanto, siguiendo un enfoque experimental basado en el uso de fdrmacos vuelve
dificil definir si un solo o multiples tipos de canales de calcio desempefian un papel activo
en esta via de sefalizacion. En este sentido, los modelos matemaéticos pueden ayudar a
explorar hipotesis alternativas que todavia son imposibles de abordarse directamente en el
laboratorio. Mds atn, todo lo anterior justifica la elaboracién y anélisis de una propuesta
actualizada de modelaciéon que incorpore las evidencias empiricas recientes sobre el posible
papel del canal CatSper.

2.2 OBJETIVO GENERAL
Proponer y analizar modelos matematicos que sirvan como plataforma para estudiar la

via de sefializacién que controla los trenes de oscilaciones de concentracién de calcio en
flagelos de espermatozoides de erizo de mar.

2.3 OBJETIVOS PARTICULARES

= Determinar cudles son los elementos esenciales que participan en la via de sefializa-
cién activada por SAPs.



2.3 OBJETIVOS PARTICULARES

» Proponer mecanismos de accién y funciones particulares para cada uno de dichos
elementos.

» Predecir cudles son las caracteristicas que deben tener los canales iénicos que permiten
el influjo de calcio en el flagelo del espermatozoide.
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Parte 11

MODELO DISCRETO

Tomando como punto de partida el modelo de red propuesto previamente en
[39] (etiquetado aqui como Modelo I), aqui se aborda la necesidad de extender
el modelo e incluir un canal de calcio adicional dependiente del pH; en la
Via de Senalizacion Activada por SAPs (VSAS): CatSper. Con esta red mejorada,
etiquetada como Modelo 1I, se analizé en qué medida podria participar CatSper
en la VSAS con respecto a los otros canales de Ca** previamente considerados
(HVA y LVA), ésto mediante knock-outs in silico de dichos canales. El resultado de
que el canal CatSper desempefia un papel principal con respecto a la amplitud
de las fluctuaciones de [Ca**]; llevo a plantear otra variante de modelo, en la cual
el dnico canal de Ca** restante es CatSper (Modelo III). Con los tres modelos en
mano, los resultados de un estudio comparativo entre sus dindmicas, asi como el
contraste entre redes knock-out de un conjunto de nodos esenciales, condujeron
a la predicciéon de que CatSper es el principal generador de oscilaciones de
[Ca**]; en la VSAS y los otros canales de calcio considerados son probablemente
secundarios.
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To make progress in understanding all this, we probably need to begin with
simplified (oversimplified?) models and ignore the critics” tirade that the real
world is more complex. The real world is always more complex, which has the
advantage that we shan’t run out of work.

JoHN A. BALL, Memes as Replicators, 1984 [54]

3.1 ANTECEDENTES Y MOTIVACION
3.1.1 Propuesta anterior para la VSAS

Después de la unién del SAP speract, el complejo speract-receptor activa una guanilato
ciclasa de membrana (GC) que a su vez produce guanosin monofosfato ciclico (cGMP).
Este segundo mensajero abre un canal de K* dependiente de cGMP (KCNG) cuya corriente
iénica hiperpolariza el potencial de membrana (v). La hiperpolarizacién influye en varios
procesos:

i estimula al intercambiador K* /Na*/Ca*" (NCKX) [48, 55, 56] que disminuye la [Ca**];,

ii activa un intercambiador Na*/H" especifico de espermatozoide (sNHE) [57], que au-
menta el pH intracelular (pH;),

iii disminuye la inactivacion de los canales de calcio HVA y LVA, y

iv estimula un canal activado por voltaje y modulado por cAMP (spHCN) que repolariza
la membrana [48, 56, 58, 59].

La elevacion del pH; estimula una adenilato ciclasa soluble (sAC) [32] que sintetiza
cAMP, el cual a su vez promueve la activacién del canal spHCN mencionado anteriormente,
asi como un canal de calcio dependiente de cAMP (cAMPCC) que ademads repolariza
la membrana. A través de esta cadena de eventos, el cAMPCC guarda una dependencia
indirecta sobre el pH;. Los niveles de nucle6tidos ciclicos son fuertemente controlado por
fosfodiesterasas (PDE) que los degradan. La despolarizaciéon permite la apertura de canales
de calcio LVA y HVA. Los aumentos de [Ca**]; pueden abrir canales de K* dependientes
de calcio (CaKC) y canales de CI" (CaCC). Estos dos tltimos canales pueden reiniciar la
via a través de una nueva hiperpolarizaciéon [36, 39]. La extrusion de calcio se lleva a cabo
por la bomba de calcio (CaP) y el NCKX, mencionado anteriormente. La alternancia ciclica
de la hiperpolarizacién y la despolarizaciéon generan el tren de oscilaciones en [Ca**]; que
rigen el patron de nado del espermatozoide de erizo de mar [39].
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3.1.2 Limitaciones del modelo propuesto anteriormente

La red légica previamente desarrollada por Espinal et al. reprodujo varias observa-
ciones previamente reportadas y produjo predicciones que posteriormente se validaron
experimentalmente [39]. En ese estudio, se demostré que un bloqueo in silico del CaKC
aumentaba tanto el tiempo entre los picos de calcio como el promedio de la sefial de [Ca**];.
Sin embargo, cuando se llevaron a cabo los experimentos con Iberiotoxina, un bloquea-
dor especifico del canal CaKC [60], se observé que, aunque el tiempo transcurrido entre
los picos de calcio efectivamente aumentaba, el [Ca**]; promedio en realidad disminuia.
Como una salida a este discrepancia, se sugiri6 la existencia de otros canales iénicos, no
considerados anteriormente, que pudieran estar participando en la via.

En un articulo posterior [35], se estudi6 con el mismo modelo el efecto del AN sobre
la VSAS, esto al considerar su accién sobre la permeabilidad de CaCC, HCN y CaKC.
Aunque con ligeras diferencias, AN afecta estos tres canales en el rango um: CaCC [38,
61-64], CaKC [65, 66], y HCN [38, 67-69]. Dos escenarios surgieron a raiz de la controversia
experimental sobre si la accién de AN en CaKC es inhibidora o activadora, debido a que
en otros sistemas celulares se ha reportado evidencia para ambos casos. En [39] sélo se
abord¢ el escenario inhibitorio. Teniendo en cuenta la evidencia recientemente acumulada
con respecto a la activaciéon de CaKC por AN, el modelo requirié de la participaciéon de
maés canales i6nicos en la via que fueran sensibles a este compuesto a fin de recuperar los
resultados experimentales realizados por Wood et al. [36]. En ese estudio [35], antes de
que se comprobara su expresion funcional en espermatozoides de erizo de mar, se plantea
como una cuestion a dirigirse en trabajo futuro que CatSper bien podria ser tal canal.

3.2 METODOLOGIA
3.2.1  Definicién del modelo

En la red de sefializacién légica correspondiente a la VSAS, introducida por primera
vez por Espinal et al. [39], los nodos representan los componentes antes mencionados:
actividades de canales i6nicos, concentraciones intracelulares de iones y moléculas, y el
potencial de membrana, entre otros; los enlaces son indicativos de dependencias funcionales
entre nodos. En el modelo, se considera que la red opera en una dindmica de tiempo
discreto, donde los nodos sélo toman un valor de un conjunto de hasta tres niveles {0,1,2}
y, en cada iteracién, se actualizan de acuerdo con un conjunto de reglas regulatorias. Esta
es una generalizacién del enfoque de red Booleana que ha funcionado para redes genéticas,
proteémicas, metabdlicas y transcripcionales, entre otros [70-74].

El estado de la red consiste en un conjunto de N variables discretas 01,07, - - -, on. La
mayoria de las variables pueden asumir dos valores, i. e. 0 para los estados cerrado/apagado
y 1 para encendido/abierto. No obstante, una descripcion precisa de los procesos dindmicos
en la red requiere que cuatro nodos tengan hasta tres estados posibles: el potencial de
membrana (hiperpolarizado o, reposo 1, 6 despolarizado 2); canales de calcio LVA y HVA
(inactivo o, cerrado 1 6 abierto, 2); y la concentraciéon de calcio intracelular ([Ca**];) (o
basal, ténica 1 6 supraténica 2). En este formalismo, asi como el estado de los nodos se
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expresa en unidades discretas, la dindmica se desarrolla en unidades arbitrarias de tiempo
dadas por pasos discretos de maquina. Bajo la suposiciéon de que los tiempos tipicos de
cambio de estado son similares para cada nodo, se empleé el esquema de actualizacion
sincrona, i. e. en cada iteracion todos los nodos aplican su regla légica al mismo tiempo. De
esta forma, el estado que cada nodo ¢;, adquiere en un siguiente instante de tiempo f + 1
estd determinado por el estado del conjunto de sus reguladores (los nodos funcionalmente
vinculados directamente a éste) en el tiempo t. Denotemos como oy, 0y,, - - - 0y, los k
reguladores de ;. Luego, en cada paso de tiempo el valor de ¢, viene dado por

Ou(t+1) = Ey(ou, (£), 00, (t), ..., 00, (1)), (3.2.1)

donde F, es la funcién reguladora especifica de ese nodo. Para la construccién de estas
funciones reguladoras se considerd un vasto conjunto de observaciones experimentales,
disponible en la literatura y del propio laboratorio del Dr. Darszon. Con este modelo se
puede observar in silico el efecto de alterar ciertos elementos relevantes para la via. A partir
de ahora el modelo desarrollado en [39] sera referido como Modelo I (ver Figura 1.6).

3.2.1.1  Construccién de funciones reguladoras

La construccion de las reglas de evolucién para cada uno de los nodos que componen el
modelo de red de la VSAS se entiende mejor por medio de un caso de ejemplo. Se expone el
caso de la regulacion del cGMP. Esta molécula es un segundo mensajero conocida en casi
todos los tipos de células. Es sintetizada por la guanilato ciclasa (GC) y degradada por las
fosfodiesterasas (PDE). En este caso, cGMP, GC y PDE pueden tomar uno de dos valores: o
6 1. Para la construcciéon de su funcién reguladora es necesario tener en cuenta todas las
combinaciones posibles de los nodos vinculados a éste. A un tiempo dado t, si PDE esta
activo (estado 1), cGMP no puede ser sintetizado, aunque GC esté activo; esto se debe a
que PDE es un inhibidor fuerte. Por el contrario, si el estado de la PDE es o, basta con que
GC o0 cGMP se encuentren en el estado 1 para que cGMP tome el valor de 1 en el tiempo
t + 1. Esta tabla incluye como entrada al mismo cGMP, ya que para conocer su estado en la
iteracion siguiente es necesario tomar en cuenta si existia o no en el tiempo anterior, lo cuél
plantea implicitamente que no se puede crear ni degradar por si mismo. De esta forma, la
funcién reguladora queda codificada como una tabla de verdad en la Tabla 3.1.

Esta construccion se aplicé a todos los nodos del sistema. Es importante mencionar que
varios criterios pueden intervenir en la construccién de una funcién reguladora, y para que
ésta sea significativa, es esencial contar con conocimiento bioldgico.

3.2.2  Implementacion de las simulaciones

Para la implementacién computacional de los modelos se desarrollaron librerfas en
el lenguaje de programacién Julia. La paqueteria es de libre acceso en el repositorio
https://github.com/dpriego87/DiDySim. jl
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| GC(t) | PDE(t) | cGMP(#) || cGMP(t + 1) |

O O O O
(¢} o 1 1
o 1 O (6}
O 1 1 O
1 o o 1
1 O 1 1
1 1 O (¢}
1 1 1 (6}

Tabla 3.1: Tabla de verdad de cGMP. Toda la combinatoria de estados posible de los reguladores
del cGMP (GC, PDE, cGMP) estdn contenidos en las primeras 3 columnas; la cuarta columna
muestra los valores resultantes de la funcién asociado a cada combinacién particular.

3.2.2.1  Knock-outs in-silico

Para implementar la eliminacién de nodos y evaluar su efecto sobre la dinamica de la
red, se fij6 el estado del nodo silenciado a su nivel menos activo independientemente de su
funcién reguladora; dicho nivel corresponde al valor o en el caso de los nodos analizados
en redes knock-out de este trabajo.

3.2.2.2  Simulacién de series de tiempo de Ca** pseudo-continuas

Para cualquier condicién inicial dada, la dindmica de la red atravesara por una serie de
configuraciones transitorias hasta alcanzar un patrén estacionario de actividad llamado
atractor. Todas las condiciones iniciales que terminan en un atractor dado constituyen la
cuenca de atraccién de éste. Varios atractores pueden coexistir en el espacio fase de una
misma red, cada uno con su propia cuenca del atraccién. El conjunto de los atractores con
sus cuencas constituye el paisaje de atraccién de la red.

Las series de tiempo de las fluctuaciones de [Ca*']; que se miden experimentalmente
corresponden al comportamiento promedio sobre segmentos del flagelo, y éstas se desarro-
llan con dindmicas practicamente continuas, es decir, tanto el tiempo como los niveles de
calcio toman valores del conjunto de ntimeros reales. Para aproximar cualitativamente el
rango dindmico continuo del calcio utilizando el modelo discreto, se tom6 una muestra
aleatoria de 10° condiciones iniciales diferentes del espacio de configuraciones de la red
dado por los estados 0 y 1 para todos los nodos, y se promedi6 el valor del nodo del calcio,
dCa en cada paso de tiempo sobre todas las realizaciones. De esta forma, se obtiene una
dindmica que da lugar a variables que toman valores de un conjunto discreto mds fino y
que evolucionan en tiempos discretos; a esto nos referimos como dindmica pseudo-continua.
En los casos donde el paisaje de atraccién contenga al menos un atractor ciclico, y ademas
el nodo dCa varie en el tiempo, el valor promedio del nodo dCa sera periédico con un
valor conmensurable con el ciclo del atractor. Aunque las condiciones iniciales se eligen
de acuerdo con una distribucién uniforme, las fases oscilatorias estan determinadas por
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la distribucién de transitorios asociada a cada atractor. En este estudio se compararon
los niveles de Ca*" promedio de la simulaciones con respecto de los niveles medidos
experimentalmente determinados por la sefial de calcio promediada sobre la longitud
flagelo. El contar con una resolucién mads fina para la concentraciéon de calcio permite una
comparacion mds adecuada con mediciones experimentales, asi como tener simulaciones
que se prestan al célculo de caracteristicas globales.

3.3 REsuULTADOS
3.3.1  CatSper podria participar en la generacion del patrén oscilatorio de [Ca**]; en la VSAS

La Figura 3.1 muestra el Modelo II y la red l6gica correspondiente. A fin de obtener una
descripciéon de [Ca**]; mds cercana a las observaciones experimentales, que son medidas
promediadas de una sola célula a lo largo del flagelo, se calcul6 el valor promedio de
las simulaciones de [Ca?*];, sobre mds de 10° condiciones iniciales, tal como en [35, 39].
Ademads proporcionando una variable mds precisa para las comparaciones experimentales,
este valor promedio, como se verd més adelante, contribuye a una mejor comprensién de
la dindmica.

El hallazgo mostrado adelante es que la contribucién del canal CatSper sobre el nodo
del calcio es capaz de producir oscilaciones y opaca a los otros dos canales de calcio (HVA
y LVA) previamente considerados en la VSAS. La presencia de este canal se corrobora atn
més después del resultado de que, con su adicién, las deficiencias antes mencionadas
con el Modelo I se pueden superar. Adicionalmente, para evaluar la certidumbre de estos
resultados con respecto a la funcién regulatoria propuesta para el canal de CatSper de
erizo de mar, se realiz6é un analisis de robustez para dicha funcién y se encontré que los
resultados se mantenian para la gran parte de escenarios (Figura A.1).

25



26 MODELO DISCRETO
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Figura 3.1: Via de sefializacién de acuerdo con el Modelo II y Red Légica de la vsAs. (A)
Esquema de la via de sefalizaciéon desencadenada por SAPs. La VSAS comienza con la unién de SAP a
su receptor y después de varios pasos, que incluyen cambios en potencial de membrana, se obtienen
oscilaciones de [Ca**];. A diferencia del Modelo I, aqui el canal de Ca** dependiente de cAMP deja
de ser considerado y pasa a ser sustituido por CatSper. (B) Eventos bioquimicos relacionados con
(A). (C) Modelo de red de la via de sefalizaciéon. Cada nodo en la red representa un elemento de
la via. Las flechas negras indican activacion; lineas rojas indican inhibicién y las flechas amarillas

discontinuas pueden activar e inhibir dependiendo del valor del estado de V.
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3.3.2 CatSper juega un papel central en la VSAS

En la Figura 3.2 se muestran en negro los valores del nodo del calcio, dCa, para el
Modelo II promediados sobre 10° trayectorias determinadas a partir de la ecuacién 3.2.1,
utilizando funciones reguladoras correspondientes a la Figura 3.1. Cada una de dichas
trayectorias proviene de un muestreo aleatorio de condiciones iniciales sobre el espacio de
configuraciones dado por combinaciones de estados 0 y 1, como se explica en la seccién
3.2.2.2. También estd trazado en rojo el caso en que el nodo CatSper ha sido bloqueado
(CatSperX©), manteniendo los nodos HVA y LVA activos, y en azul el caso en el que ambos
canales HVA y LVA han sido bloqueado dejando a CatSper presente (HVA,LVAKO), Se
puede observar que el bloqueo de CatSper produce una disminucién dréstica en los niveles
de calcio en comparacién con el bloqueo conjunto de HVA y LVA, colocdndolo como la
principal fuente de influjo de Ca*". Ademas, el comportamiento temporal oscilatorio de
las fluctuaciones de calcio en la mutante CatSper¥® es modificado por la aparicién de un
pequefio pico adicional dentro del periodo del modelo completo (WT).

o —e— WT
D 20r —=— HVA LVAKO
g —— catsperk©
O 15t
o
S
9 10}
(O]
©
< 05
=
C
0.0 1 1 1 1 1 1
100 110 120 130 140 150

pasos de tiempo

Figura 3.2: Series de tiempo de [Ca**]; generada por la red bajo el bloqueo de diferentes canales
de Ca** presentes en el flagelo de espermatozoide de erizo de mar: HVA-LVA y CatSper. La curva
de [Ca?*]; con todos los nodos presentes (WT) se representa en negro. La linea roja corresponde a
la dindmica de [Ca**]; después del bloqueo del canal CatSper. La linea azul representa la dindmica
de [Ca**]; resultante de la red knock-out para ambos canales HVA y LVA. Las unidades del eje X son
el niimero de iteracién en curso de la dindmica de la red. Las unidades del eje Y son arbitrarias,
indicativas de valores relativos del nodo [Ca2*];.

Por lo tanto, CatSper también juega un papel en el control de la frecuencia de oscilaciones
en la nueva variante de red (Modelo II), mientras que el bloqueo conjunto de los canales
HVA y LVA no tiene ningtn efecto sobre el periodo de oscilacién. Sin embargo, en la
mutante HVA,LVAXO hay apenas una diferencia notable de fase de un paso en los valles con
respecto al WT, lo cual causa pérdida de la asimetria en la dindmica de activacién-relajacién
original en los picos individuales de calcio (observar que las pendiente de subida y bajada
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de dCa son similares en la red doble mutante). Por consiguiente, aunque CatSper es el
canal dominante para la regulacién de las fluctuaciones de [Ca**];, los otros canales atiin
pueden jugar un papel en moldear otros rasgos de éstas. Teniendo en cuenta lo anterior, a
continuacion se presenta un estudio comparativo entre los modelos I, II y III; éste dltimo es
el modelo donde CatSper es el tnico canal de calcio. La red para el Modelo III se muestra
en la Figura 3.3.

Figura 3.3: Diagrama de la red de la via de sefializacién con el canal CatSper como la tinica
fuente de influjo que aporta a la [Ca**];. Hay que notar la ausencia de los canales LVA y HVA,
anteriormente incluidos en la Figura 3.1. También es de distinguirse los enlaces de interaccién de
los nodos pH, voltaje y calcio con el canal CatSper, resaltados con flechas negras remarcadas.

3.3.3 Sobre la dependencia PDE

Se ha reportado que la exposicion a 3-Isobutil-1-metilxantina (IBMX), un bloqueador
general de PDE, disminuye las oscilaciones de [Ca**]; dependientes de speract [8]. En
la Figura 3.4 se presenta una comparacion del experimento hecho por Wood, Darszon
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y Whitaker [8] con los resultados de estado estacionario en el bloqueo in silico de PDE
en los tres modelos. El panel A, se muestran trazos experimentales relacionados con
el tratamiento de IBMX. En el panel B, se muestra que en el Modelo I se produce una
pequefia disminucién en los valores promedio de [Ca**]; con respecto al wild type y el
comportamiento temporal se vuelve irregular con oscilaciones de menor amplitud. Para
el panel C, donde se considera el Modelo II, la participaciéon de HVA y LVA, junto con
una contribucién de CatSper produce, bajo la supresién de PDE, oscilaciones que casi
se superponen con el comportamiento del WT. Mientras en el panel D, el Modelo III
reproduce cualitativamente los resultados experimentales al presentar una considerable
disminucién en el nivel de [Ca?*];.

6
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Figura 3.4: Series de tiempo de [Ca**]; en redes sin PDE. Panel A muestra una medicién experi-
mental de fluorescencia tipica de [Ca**] después de la exposicién a speract. La curva de control
se representa en negro, la curva roja representa el nivel de calcio con speract + IBMX, un conocido
bloqueador de PDE. Extraido de [8]. Hay que tomar en cuenta que la considerable disminucién de
Ca?* inducida por el bloqueo de PDE. Los paneles B, C y D son las series de tiempo del nivel de
calcio para la curva de control (negro) y bajo la supresiéon del nodo PDE para los Modelos I, 11 y 111
respectivamente. En la serie temporal del panel B, el nivel promedio de calcio es ligeramente menor
y sus oscilaciones menores bajo la supresién de PDE. El Modelo II (panel C) muestra de manera
notable cambios apenas perceptibles. Sin embargo, para el Modelo III (panel D), el nivel medio del
calcio y la amplitud de sus oscilaciones bajan drasticamente al bloquear PDE.

Los resultados con el Modelo III (sélo CatSper, panel 3.4D) pueden explicarse teniendo
en cuenta que IBMX es un inhibidor no especifico de la fosfodiesterasa que permite
acumulaciéon de cGMP y cAMP en todos los compartimentos celulares. En una respuesta
regular ante SAP primero se eleva el cGMP en los flagelos y, con un retraso, luego sube
cAMP [6, 75]. La demora entre la elevacion de cGMP y la de cAMP permite que los canales
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KCNG abran primero e hiperpolaricen la membrana, para que cuando cAMP comience
a aumentar, los canales HCN puedan abrirse y despolarizar. Respuestas a speract bajo la
presencia de IBMX, medidas en poblacién de espermatozoides, han demostrado que el
potencial de membrana permanece hiperpolarizado, lo cual indica que la activacién de
KCNG por cGMP prevalece sobre la despolarizacién causada por spHCN, inducida por
cAMP [76, 77]. Entonces, IBMX destruye la coordinacién temporal entre estos dos canales y,
si bien permite que la [Ca**]; aumente, impide que la dindmica del calcio oscile. Debido a
que los canales CatSper requieren de una despolarizacion para activarse, a pesar de que
una hiperpolarizacién eleva el pH;, éstos no se abririan lo suficiente, resultando en niveles
de Ca** menores.

Hay que recordar que para el caso del Modelo I (ver Figura 1.6), se cuenta con dos
canales puramente dependientes de voltaje (HVA y LVA) y uno dependiente de cAMP
(cAMPCCQ). La ausencia de PDE en este escenario (panel 3.4B) traeria un doble efecto
sobre la regulaciéon de Ca** a través de nucleétidos ciclicos: uno con accién inhibidora
(mediado por la hiperpolarizaciéon dependiente de cGMP) y otro con accién activadora
(por la apertura del cAMPCC mediante cAMP). cAMPCC representa una via por la que,
de forma independiente de voltaje, se incrementa [Ca®"]; y por consiguiente una corriente
despolarizante que ayudaria con la apertura de los canales LVA y HVA, luego de que la
hiperpolarizaciéon mediada por cGMP haya removido la inactivacién de éstos. Mientras
que para el Modelo II (panel C), la interaccién entre estos procesos opuestos produce un
mayor nivel de calcio en comparacién con el Modelo III. La conclusién general es que de
acuerdo con estos resultados se respalda un papel dominante para CatSper con respecto a
los otros canales de Ca**: HVA y LVA.

3.3.4 Sobre la dependencia del pH;

Se espera que las oscilaciones [Ca**]; sean sensibles al pH; [49, 78]. En la Figura 3.5,
para el Modelo I (panel 3.5A), aunque el efecto de las variaciones de pH; se modula
indirectamente a través de cAMPCC (via sAC), las oscilaciones en el estado estacionario en
presencia de HVA y LVA son bésicamente imperturbables por la supresion del aumento de
pHi, siendo mds notable que las oscilaciones se vuelven mds simétricas en la red knock-out.
Una situacién similar se registra en el panel B, el Modelo II, ahora por el efecto de CatSper
en lugar de cAMPCC. Para el Modelo III, donde hay conexién directa del pH; a un canal
de calcio (CatSper) y ademds dejan de incluirse LVA y HVA, se provoca un colapso total de
los niveles de Ca** cuando el nodo de pH; se elimina. Esto se muestra en el panel 3.5C.

3.3.5 El Modelo III resuelve una falla de la prediccién del modelo anterior para la eliminacién del
nodo CaKC

En [39], a partir de la inspeccién visual de la evolucién del sistema para condiciones
iniciales especificas (todos los nodos apagados), Espinal et al. predijeron con la red del
Modelo I que, con la eliminacién del canal CaKC, se produce un aumento en el intervalo
entre oscilaciones sucesivas de [Ca**];, asi como una elevaciéon en el nivel promedio de
éstas ultimas. En dicho trabajo, esto motivé a Espinal et al. a realizar experimentos en S.
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Figura 3.5: Dindmica de [Ca**]; de la red eliminando el nodo de pH; para los tres modelos. En
el panel A, para la dindmica de calcio del Modelo I, con todos los nodos presentes (negro) y sin el
nodo de pH (rojo); hay que observar que apenas hay diferencia en el nivel de calcio entre las dos
situaciones. Una situacién similar se presenta en el panel B para el Modelo II. El caso del Modelo
III se muestra en el panel C, las fluctuaciones de calcio desaparecen por completo en ausencia del
incremento de pH, esto es asi porque el pH controla directamente el dindmica de CatSper.

purpuratus sobre el efecto de Iberiotoxina, un bloqueador potente y especifico del canal Slo1
(BK), un canal de K* Ca**-dependiente, los cuales mostraron un aumento del intervalo entre
picos sucesivos de [Ca*"];, corroborando asf la prediccién. Sin embargo, una percepciéon
cualitativa de la intensidad fluorescente de las fluctuaciones de [Ca?*]; fue indicativa de
un valor promedio menor que el caso WT (pelicula suplementaria 3 en [39]). Aqui, al
considerar el nodo dCa, que representa [Ca*];, ahora promediando su valor sobre 10°
condiciones iniciales, se observa en los paneles A y C de la Figura 3.6 que para los modelos
Iy II, el valor promedio del calcio es mayor que el WT (en desacuerdo con el experimento)
y la periodicidad aparentemente no se modifica sustancialmente (de nuevo en contraste
con el experimento).

Para cuantificar el comportamiento temporal de las dindmicas de calcio, se realizé
un andlisis de espectro de potencias. En pocas palabras, los picos en los espectros de
potencia son indicativos de las frecuencias més importantes en estas series de tiempo
(modos de Fourier). Como se ha elegido la representacion de frecuencia en este andlisis, el
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Figura 3.6: Dindmica de [Ca**]; de la red eliminando el nodo de CaKC para los tres modelos.
En la columna izquierda, paneles A, C y E, se muestra la dindmica de calcio promedio de los
modelos I, II y III, respectivamente; las series de tiempo en negro vienen de la red completa
wild-type (WT) y las rojas vienen de redes knock-out de CaKC (CaKCK©®). De la misma forma,
en la columna derecha, paneles B, D y F, muestran sus respectivos espectros de potencias, con
los modos de Fourier etiquetados con su periodo correspondiente. Los espectros de potencias se
estimaron mediante el cdlculo del periodograma con el método de FFT (Fast Fourier Transform),
implementado en la libreria DSP. j1 del lenguaje Julia (https://github.com/JuliaDSP/DSP.j1l). Las
dindmicas analizadas se calcularon sobre 2500 iteraciones, de las cuales se desecharon las primeros
150 para asegurar estados estacionarios. Hay que observar que en los Modelos I y 11, el tren de
oscilaciones de las mutantes CaKCK® se monta en niveles mas altos (promedio de 1.125 y 1.306) que
los de sus correspondientes redes completas (promedio de 1 y 0.963). En contraste, en el Modelo
111, 1a dindmica del calcio muestra un ligero decremento (promedio de 0.636) con respecto a la red
completa (promedio de 0.693). La aparicién de modos de Fourier en frecuencias mds bajas (periodos
maés altos) con respecto al caso WT, es evidente sélo en el modelo III. La modificacién en niveles
promedio y la aparicién de frecuencias més lentas en el modelo III, coincide con lo observado en
experimentos del bloqueo de dicho canal por Iberiotoxina, reportados previamente [39].

inverso de la frecuencia asociada a cada modo de Fourier corresponde a los periodos mas
importantes de la dindmica del calcio. Estos modos dependen de la periodicidad de los
estados estacionarios alcanzados por toda la dindmica de red y de las cuencas de atraccién
correspondientes a cada atractor.


https://github.com/JuliaDSP/DSP.jl

3.4 RESUMEN DE OBSERVACIONES SOBRESALIENTES

El andlisis del espectro de potencias, realizado como en [35], indica en la red del Modelo
II la presencia de un modo de frecuencia mas baja que en la versién que elimina el
nodo CaKC (CaKCX9), es decir, hay un componente de periodo més grande en el WT
(periodo 12) con respecto al caso bloqueado de CaKC (periodo 8 en Figura 3.6D), lo cual
va en la tendencia contraria de lo observado experimentalmente. En contraste con lo
anterior, el comportamiento del Modelo III mostrado en paneles 3.6E y F, recupera ambas
observaciones experimentales: un aumento en el periodo, reflejado por el espectro de
potencias donde se representan modos de frecuencias més bajas (un modo fundamental de
periodo 17) acompafiado de una disminucién en el nivel promedio de [Ca**];.

3.4 RESUMEN DE OBSERVACIONES SOBRESALIENTES

En la Tabla 3.2, que resume los hallazgos principales de esta seccion, se indica claramente
que los mejores resultados se obtienen con el Modelo III, mientras que el Modelo 1II
practicamente no muestra ventajas sobre el Modelo I. Aqui se hace la comparaciéon de
cuatro determinaciones experimentales (sensibilidad a los niveles de pH;, sensibilidad a la
actividad de PDE y el efecto del bloqueo del CaKC) con las determinaciones modelo. Es
importante recalcar que, si bien el Modelo II incluye el mayor ntiimero de componentes al
introducir los dos tipos de canales, CatSper y los canales voltaje dependientes HVA y LVA
(ver Figs. 3.1 y 3.7), no necesariamente es el escenario que da los mejores resultados con
respecto de lo observado experimentalmente. Para situar el contexto de estos resultados
con respecto a los componentes particulares de cada una de las tres variantes, se resaltan
las diferencias que existen entre éstas tltimas en la Figura 3.7.

Tratamiento Medicién Modelo Experimento
I II III
Bloqueo de pH  Nivel de Ca** - - | 1
Bloqueo de PDE  Nivel de Ca** - - | i
; 2+
Bloqueo de CaKC Nivelde Ca™™ 7 14 v
Periodo -4 1 T

Tabla 3.2: Resumen comparativo de observaciones en simulaciones vs experimento, para las
tres variantes del modelo discreto. La primera columna indica el tratamiento farmacolégico en
consideracién; la columna 2 especifica la cantidad medida; la columna 3 se refiere a resultados del
Modelo I; columna 4, resultados del Modelo II; columna 5, resultados del Modelo III; columna 6,
determinaciones experimentales. 1 corresponde a un aumento en la propiedad de calcio indicada en
la columna de medicién. | estd asociado con una disminucién y “-” significa que no hubo cambios
0 que éstos fueron apenas notorios.
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Figura 3.7: Comparacién de los Modelos I, II y III. Los nodos que son diferentes entre las tres variantes estdin marcados con un recuadro
sombreado: Para el Modelo I, en (A) se encuentra resaltados los nodos cAMPCC, HVA y LVA. En (B), se muestra el Modelo II con los nodos

CatSper, HVA y LVA sombreados. Nétese la usencia de cAMPCC. El Modelo III resalta a CatSper (C), y tiene ausentes a HVA, LVA y cAMPCC
con respecto a las otras dos variantes anteriores.
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MODELO CONTINUO

Mediante un modelo de ecuaciones diferenciales, se buscé responder la pre-
gunta de cudl es el conjunto de canales que pueden explicar la envolvente
caracteristica y la organizaciéon temporal de los trenes de oscilaciones de [Ca**];.
La calibracién de la red de sefializacién se abord6 por médulos. El médulo dis-
parador, el cual inicia la respuesta, vincula la actividad de SAP con el cGMP y el
potencial de membrana rio abajo, a través de la activacion del receptor, sintesis
y decaimiento de cGMP, hiperpolarizacién y repolarizacién de la membrana.
Las salidas de este médulo se ajustaron a datos cinéticos sobre la actividad
de cGMP y el potencial de membrana temprano, medidos en poblaciones de
células en soluciéon. Dos médulos candidatos que presentan canales de Ca**
dependientes de voltaje vinculan estas salidas a la dindmica descendente y
pueden explicar de forma independiente el decaimiento de la envolvente y el
espaciamiento progresivo entre picos de [Ca**];. En el primer médulo, los trenes
de oscilaciones son explicados por la accién concertada de canales clasicos tipo
Cay y canales BK. En el segundo, la dindmica es producida por CatSper, un
canal dependiente del pH; e inhibido por [Ca*'];. Ademads, se demuestra que
la dindmica de [Ca**]; generada por una alcalinizacién sostenida permitiria
identificar si predomina CatSper o un médulo pH-independiente de Cay+BK.
Finalmente, el modelo predice que el médulo Cay+BK puede complementar
al médulo CatSper+sNHE si es agregado en densidades bajas, sin embargo,
interfieren entre si cuando la estequiometria entre ellos se aproxima a 1:1, ya
que se producen dindmicas incongruentes con experimentos. Esto lleva a suge-
rir que uno de los médulos deberia predominar sobre el otro in vivo. Dada la
dependencia fuerte de las oscilaciones de calcio sobre pHij, se sugiere que dicho
modulo debe ser el que contenga a CatSper
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Model building is the art of selecting those aspects of a process that are relevant
to the question being asked.

Joun HENRY HoLLAND, Hidden order, 1995 [79]

4.1 ANTECEDENTES Y MOTIVACION

Los resultados de la seccién anterior demostraron que, bajo una modelacién discreta,
la exploracién de diferentes escenarios favorecen a CatSper como el canal dominante con
respecto a los canales de calcio puramente voltaje dependientes, los cuales habian sido
inicialmente propuestos en trabajos previos de modelacién [39, 40]. Sin embargo, este tipo
de modelos guarda limitaciones inherentes al mismo formalismo, ya que a la hora de
describir las concentraciones y los detalles cinéticos se dificulta la obtencién de conclusiones
al comparar las simulaciones con experimentos cuantitativos. Hay que recordar que en
las redes logicas, los estados asociados a cada nodo se interpretan practicamente con
niveles de actividad siguiendo un principio de todo o nada. Por lo anterior, en todas las
variantes de modelo discreto para esta via, estd implicita la suposiciéon de una densidad
equiparable entre todos los tipos de canales, i. e. una estequiometria 1:1. Es de notarse que
bajo este modelo, la prediccién de que los canales de calcio voltaje dependientes (Cay)
podrian tener un papel secundario deja la pregunta abierta sobre en qué medida se sostiene
la predominancia de CatSper, es decir, bajo qué estequiometrias con respecto a los Cay.
Para poder explorar cudles son las relaciones entre estos tipos de canales que explican
las observaciones experimentales, es necesario recurrir a otro formalismo que supere las
limitaciones de la modelacién discreta. En un modelo basado en ecuaciones diferenciales
ordinarias, el estado de las variables de estado y de tiempo pueden tomar valores de un
rango continuo, dentro del conjunto de nimeros reales.

Aguilera et al. propusieron un modelo de ecuaciones diferenciales acopladas para un
subconjunto reducido de elementos participantes de la misma via activada por SAPs [40].
Soélo consideraron la cinética de 5 variables: voltaje, Ca**, K*, Na* y CI'; mientras que
los niveles de apertura de compuerta de 4 canales iénicos: HVA, CaKC, HCN y CaCC,
se modelaron con funciones algebraicas que provienen de simplificaciones que suponen
estados estacionarios. El propésito de dicho trabajo fue encontrar las variables esenciales
del oscilador central. Debido a esto, el modelo que desarrollaron es atin mas reducido
y enfocado a tinicamente corrientes idnicas, ignordndose todos los pasos relacionados
con los procesos iniciales de la via, tales como: la activacién del receptor, dindmica de
nucleétidos ciclicos y el cambio de pH;. Cabe mencionar que las variables que encuentran
como indispensables para el oscilador fueron Na*, K* y Ca**.
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En el siguiente modelo continuo de la VSAS, con un enfoque alternativo al discreto, se
propone un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias acopladas para explorar cudles
de los supuestos canales de calcio pueden mediar la respuesta de Ca** activada por SAP.
De esta forma, se pueden aprovechar completamente la informacién cuantitativa y cinética
disponible en datos experimentales; cabe mencionar que este nuevo modelo incluye un
conjunto de variables mayor y, a diferencia del modelo continuo mencionado anteriormente
[40], su calibracién se realiz6 apegdndose a més datos experimentales.

La pregunta que se busca responder es qué canales pueden intervenir y cémo controlan
las caracteristicas dindmicas relevantes de los trenes de oscilaciones de [Ca?*]; observados.
El objetivo es contrastar las diferentes hip6tesis con base en sus implicaciones cuantitativas
con el fin de identificar las propiedades criticas que pueden usarse como guia para
desentrafiarlas experimentalmente.

4.2 METODOLOGIA
4.2.1  Plataforma de modelacién general

La estrategia para este modelo es describir la dindmica de la via de sefializacion activada
por SAP para comprender cémo las fluctuaciones de [Ca*']; se pueden controlar por
componentes moleculares propuestos. Se plantea un sistema de ecuaciones diferenciales
ordinarias acopladas para describir la dindmica del potencial de membrana y de las
concentraciones intraflagelares de tres componentes fisiologicos esenciales para la via:
c¢GMP, protones y Ca**. Estas cuatro variables dependen a su vez de las actividades de
diferentes canales i6nicos y enzimas flagelares, cuyas dindmicas también son descritas
por ecuaciones de este tipo. Estas variables constituyen las principales observables en el
modelo y ofrecen los medios para evaluar su predicciones luego de contrastarlas con datos
experimentales. La derivacién de cada una de las ecuaciones empleadas para modelar los
procesos de sefializacién y apertura de compuertas de canales iénicos se presenta en la
seccion B.1.

4.2.1.1  Potencial de membrana

La dindmica del potencial de membrana, V, sigue el formalismo de Hodgkin & Huxley
(HH) [80], el cual se expresa por una ecuacién diferencial en términos de la suma de
densidades de corrientes iénicas normalizada por la capacitancia especifica del flagelo, tal
como dicta la ley de Kirchoff sobre conservacién de cargas:

av 1
FI Iy +Zi:li . (4.2.1)

Cada corriente, subindizada con la letra i, estd asociada a un tipo de canal dado a ser
elegido de un conjunto de canales i6nicos, i € {KCNG, HCN, Cay, BK, CatSper}. Los
términos relacionados con cada corriente I; estdn definidos de acuerdo con la ley de Ohm:

i =gif{ (V- Ei), (4.2.2)
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donde
E; potencial de inversién asociado a la corriente del canal i

f{ fraccién de canales i abiertos que conducen la corriente

gi conductancia efectiva del canal i por unidad de 4rea
La densidad de conductancia g; viene definida como el producto de la conductancia

unitaria del canal por la densidad total de canales presente en la membrana del flagelo.

Siguiendo la tradiciéon del modelo de HH, definimos un término de corriente de fuga
I; = g.(V —EL), el cual permite asegurar que el potencial de membrana en reposo
V = E,, se alcance asintéticamente al imponer la siguiente restricciéon sobre Er, dados los
pardmetros y variables f; en el equilibrio:

EL =E, 1+2§£f2£i . (423)

La corriente de fuga es una aproximacién para incluir en un sélo término la corriente
neta que surge de todos los canales y transportadores que no son explicitamente descritos
en el modelo.

Como aclaraciéon sobre la notacién, a lo largo de esta seccion, una variable dada x
adornada con un sombrero (£) se refiere al valor de dicha variable en el equilibrio.

4.2.1.2  Concentracion de nucledtidos ciclicos

Las concentraciones de los segundos mensajeros cGMP y cAMP aumentan en el flagelo
del espermatozoide en respuesta a los estimulos de SAP. Estos nucleétidos afectan la
permeabilidad de varios canales iénicos controlados por nucleétidos, a su vez cambiando
el potencial de membrana. Teniendo en cuenta que el cGMP es el nucle6tido que muestra
los cambios mds grandes después de la unién de SAP y que la liberaciéon de su andlogo
fotoactivable dentro del flagelo es suficiente para producir una respuesta muy similar a la
provocada por el ligando fisiolégico (Figura 1.3), el andlisis posterior se restringi6 a este
nucleétido, ignorando el papel eventual del cAMP. La concentracién intraflagelar de c<GMP
se denota por G y su dindmica se describe por la siguiente ecuacién diferencial:

aG
E =05 —0cG+ GGPG- (424)

En esta ecuacion, se sugiere que las actividades de guanilato ciclasas y fosfodiesterasas
generales conducen a un cambio constitutivo de cGMP, con una fuente constante, o, y una
constante de degradacién J¢. En ausencia de una sefial de SAP, este recambio resulta en una
concentraciéon estacionaria en reposo de cGMP, derivada como G, = 0 /J¢. Otra suposicién
esencial para el modelo es que este recambio se ve perturbado por la produccién de cGMP
a cargo de la actividad de los receptores estimulados por SAP, descrito por el término p¢.

G se comparé con datos provenientes de experimentos de poblaciéon de células en
solucion, en los cuales se reportan medidas de cGMP total por radioinmunoensayo [6]. Dado
que la variable G representa la concentracién intraflagelar efectiva de cGMP disponible
para generar una respuesta en un espermatozoide, mds especificamente, capaz de unirse al
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KCNG, fue necesario introducir un factor de escalamiento para el término p¢. Este factor, 6,
consiste del producto del volumen flagelar (vy), capacidad de amortiguamiento de cGMP
en el flagelo (Bg) y la constante de Avogadro (N4). De esta forma, s6lo una fraccién del
c¢GMP total sintetizado por los receptores activos participa en la respuesta de sefializacién
y la sefial de G se sittia dentro del rango de sensibilidad nm reportado para el canal KCNG
[16] (SeccionB.1.2).

4.2.1.3 Concentracion de protones

La permeabilidad de algunos canales se ve afectada por la concentracién citopldsmica de
protones. La concentracién intraflagelar de protones, denotada por H, se describe mediante
la siguiente ecuacion diferencial:

—— =0y —d0yH - "=, (4-2.5)

que supone una fuente de protones intraflagelares ¢y, un recambio basal éy y el eflujo
de protones [y mediado por la actividad del intercambiador Na*/H* especifico de esper-
matozoides (sNHE). Este altimo término esta dividido por el volumen flagelar (vy) a fin
de transformar el flujo en unidades de cambios de concentracién. Los valores de los paréa-
metros estan restringidos al imponer que la concentracién basal de protones, obtenida al
resolver H para el equilibrio, sea 7.943 x 10~8 M (pH;=7.1, Tabla B.1). Los cambios relativos
de H en el tiempo se comparan con sefiales de sondas fluorescentes sensibles al pH, ya
sean medidas en poblaciones de espermatozoides [48] o en células individuales [49].

4.2.1.4 Concentracién de calcio intraflagelar

La concentracion intraflagelar de Ca**, representada por la variable C, es la observable
principal de este estudio. Su dindmica estd descrita por la siguiente ecuacién diferencial:

dC Sf
_ = - I — I‘ . .
; oc —6cC ZZ)f 7 Ej , (4.2.6)

con j € {Cay, CatSper}. Al igual que en el caso de los componentes anteriores, se consi-
deran que las diferentes fuentes y sumideros del Ca** intraflagelar resulta en una tasa
de produccién constante ¢ y una tasa de recambio basal d¢c. La dindmica de [Ca**]; esta
controlada ademads por las actividades de canales de calcio, descritas por el tercer término
en la ecuacién como la suma de las densidades de corriente i6nica reescaladas por la
relacion del drea de la membrana del flagelo (sf) sobre el producto de la carga iénica
del calcio, el volumen flagelar (vf) y la constante de Faraday (F). La lista de corrientes a
considerar dependera del escenario que se analice.

La variable C se compararé con los datos medidos por sondas fluorescentes sensibles al
Ca**, ya sea en células individuales o en poblaciones [6, 8, 9]. Se usardn medidas de células
individuales para analizar la estructura temporal y la magnitud de los picos de [Ca**];,
mientras que las mediciones de la poblacién dan solo informacién sobre la envolvente del
tren de fluctuaciones.
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4.2.2  Implementacién computacional y estimacion de pardmetros

Los sistemas de ecuaciones diferenciales se resolvieron numéricamente con Mathematica
11, XPPAUT 8 6 R (utilizando el paquete deSolve). XPPAUT 8 se usé para los anélisis
de bifurcaciones (ver abajo). Mathematica se utiliz6 ademads para hacer estimaciéon de
pardmetros ajustando los modelos a observaciones experimentales usando la funcién
Nonlinearmodelfit con el método de optimizacién Differential Evolution con restric-
ciones.

En el anélisis se delimitaron médulos que incluyen un subconjunto especifico de las
variables presentadas anteriormente. Algunos de estos médulos se usaron para hacer la
estimacion de pardmetros y algunos se usaron para analizar propiedades especificas. El
ajuste del médulo disparador se realizé en dos partes:

» El espacio de estados comprendido por las variables (S, Ry, Rr, G), que incluye las
reacciones que involucraban al receptor SAP (Ecuacion B.1.3) y la dindmica del cGMP
(Ecuacion 4.2.4), se ajust6 a los datos cinéticos de cGMP medidos en poblaciones
de células [6]. Los datos se extrajeron de la publicaciéon y estdn expresados en
unidades de pmol por 10® células. Se hizo un ajuste simultdneo sobre las curvas
de cGMP obtenidas bajo diferentes concentraciones de SAP [6] (Figura B.1). Para
dicho ajuste, no se incluy6 el pardmetro 6¢ (descrito en la seccién 4.2.1.2), ya que los
datos experimentales usados para la calibracién de G corresponden a concentraciones
totales de cGMP y la introduccién de dicho pardmetro s6lo es pertinente en la
dindmica de apertura de KCNG.

» Las variables restantes del modulo, (fy,, fi., V), que involucran los cambios electro-
fisiol6gicos tempranos provocados por SAP, i. e. hiperpolarizacién y repolarizaciéon
debido a la apertura de KCNGy spHCN, respectivamente. Primero se hizo el ajuste
de parametros de compuerta de los canales i6nicos: para spHCN se extrajeron y
calcularon a partir de [58, 59, 81, 82], mientras que los de KCNG se basaron en los
valores reportados en [16-18]. Después, se calibraron los parametros de densidad de
esos canales junto con B (incluido como pardmetro libre en el factor de escalamiento
c), esto mediante el ajuste de la dindmica de V con los datos cinéticos de [18],
que comprenden la respuesta temprana del cambio de potencial de membrana. En
este médulo, debido a que sélo era de interés explicar el comportamiento transi-
torio temprano en términos de estos dos canales, s6lo se consideraron los datos
correspondientes al primer segundo de la serie de tiempo.

Para poder calibrar este médulo, se hizo la suposicion de que la dindmica general tanto
en los regimenes de célula individual como en los de poblacién puede ser comparable
utilizando un factor de escalamiento; este factor depende del término del volumen flagelar
para convertir la sefial de cGMP en una concentracion efectiva con un efecto fisiolégico a
nivel de célula individual (ver pardmetro 6, secciéon 4.2.1.2).

Para estudiar la dindmica del calcio intraflagelar, se exploré la posible contribucién de
diferentes canales bajo dos escenarios principales.

= En un escenario, el modelo presenta el médulo Cay + BK y tiene el espacio de estado
(S, Ru, Ri, G, o foer Vo féor féur fiir ©)- La estimacion de los pardmetros de Cay
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se baso en las caracteristicas de los canales de Ca** tipo T activados por voltaje
de bajo umbral [83], para los cuales hay evidencia que sugiere su presencia en los
espermatozoides [8, 18] (Tabla 2.1), ademds de seguir criterios que favorecieran la
generacion de oscilaciones de calcio en rangos fisiologicamente razonables.

= En el escenario alternativo, el modelo presenta al médulo CatSper + sNHE y tiene
el siguiente espacio de estado (S, Ry , Ry, G, f2,, ff V, mes, hes, fo,, C, H). Se
establecieron los pardmetros de compuerta de CatSper para situar su rango de
sensibilidad a Ca**; y pH; dentro de los rangos de valores fisioldgicamente alcanzables
en una respuesta por SAP (Figura B.3).

4.2.3 Parametrizacion en escenarios mixtos

También se analizaron mezclas de los médulos Cay+BK y CatSper+sNHE, creando asi
el modelo mas extendido con espacio de estado (S, Ry, Ri, G, f2,, frer Vo f& fé&or Foner
Mes, Nes, e G, H). Ademas, fue necesario introducir un parametro de ponderacién, 0,
para controlar directamente la contribucién de los médulos; éste pardmetro modula a las

densidades de conductancia de CatSper, Cay y BK de la siguiente manera:

Ies = (1 - 9) (gcsmcshcs(v - ECa)) ’ (4.2.12)
Icv =0 (gcfoOV(V - ECa)) 7 (4'2'1b)
Ibk =90 (gbkfgk(v - EK)) . (4.2.1C)

A partir de las ecuaciones anteriores, se puede expresar una relacién de la conductancia
maxima efectiva de Catsper con respecto a la de Cay:

_ (- G)SCS‘

B30 (4.2.2)

T
Siempre tomando al médulo CatSper+sNHE como punto de partida, el anélisis de escena-
rios mixtos se dividi6 en tres partes: a) Afiadir s6lo canales Cay, b) afiadir sélo canales BK,
y ¢) afiadir Cay+BK. Debido a que los pardametros que controlan el estado de equilibrio en
reposo difieren entre los dos médulos alternativos (g7, y dc, ver Tabla B.1), para asegurar la
recuperacion consistente de los comportamientos predichos por cada médulo en los casos
extremos (0=0 y 0=1), se reescalaron estos pardmetros de una forma dependiente de 0 de
acuerdo con las siguientes férmulas:

bc = 0¢ +0(0¢" —6¢), (4-2.32)
gL =81 +0(81 —8T), (4.2.3b)

donde los superindices cs y cv etiquetan a las variantes de los parametros segtin el médulo
al cual pertenecen (CatSper+sNHE y Cay+BK, respectivamente).



4.3 REsuLTADOS

4.2.4 Consideraciones para el sistema en reposo y condiciones iniciales

Las condiciones iniciales de las variables de compuerta de KCNG, spHCN, Cay , BK y sNHE,
asi como los pardmetros oc, E; y &y, se calcularon al resolver el sistema en equilibrio
en ausencia de SAP, es decir, igualando cada una de las ecuaciones diferenciales a o. Las
observables fisioldgicas G, C, H y V se inicializaron en sus respectivos valores de reposo
reportados en la literatura (Tabla B.1). Los pardmetros que rigen la activaciéon de sNHE se
eligieron de forma que aproximadamente el 40 % de los intercambiadores estuvieran activos
en el estado de reposo, tal como se observa experimentalmente en los espermatozoides
activados ya en movimiento antes de cualquier estimulacién [84, 85], mientras que el
flujo efectivo méaximo de protones por sSNHE, |max, se ajustd para acotar el pH; maximo
alcanzable en ~ 7.7, luego de una estimulacion fisiolégica por SAP [56, 76].

4.3 REsuULTADOS
4.3.1  Una red de sefializacion modular

El modelo cinético de la red sefializacién que se plantea aqui se ilustra en la Figura 4.1.
La red esta organizada en tres médulos: un médulo disparador, que incluye la unién de SAP
a su receptor, las reacciones que generan la respuesta de <GMP y la tipica caida transitoria
del potencial de membrana V, y dos médulos alternativos conectados inmediatamente al
potencial de membrana que generan la respuesta oscilatoria de [Ca**];. El médulo Cay + BK
incluye los canales de calcio dependientes de voltaje y los de potasio Ca**j-dependientes
BK; mientras que el médulo CatSper + sNHE estd compuesto por CatSper, el canal especifico
de espermatozoide, dependiente de voltaje, pH; y Ca**;j, y también la concentracién de
protones intraflagelares junto con el intercambiador de sodio/protén dependiente de
voltaje, especifico de espermatozoide. La estructura modular facilité el andlisis del modelo
y abordar la pregunta sobre qué conjunto de canales controlan los trenes de oscilaciones
de calcio provocados por SAP. Un listado de los sistemas de ecuaciones asociados a cada
modulo se concentra en la Seccion B.2.

Teniendo en cuenta que todos los componentes del médulo superior son independientes
de las variables de los médulos alternativos, primero se desarrollé el médulo disparador,
esto de forma aislada de la dindmica subsecuente que se involucra directamente con el
calcio. Al hacerlo, se asegur6 que este primer médulo se ajustara cuantitativamente a series
de tiempo de potencial de membrana [18] y cGMP [6], ambas medidas en poblaciones de
espermatozoides estimulados con SAP (Subseccién B.1.1). Los valores de los pardmetros
obtenidos en este m6dulo se mantuvieron para los andlisis posteriores de la dindmica de los
componentes rio abajo. En dichos anélisis, el ajuste de los médulos que presentaban canales
de Ca** se realiz6 buscando que, dada la entrada del médulo disparador, produjeran una
salida en la variable correspondiente al calcio (C) que asemejara a los trenes de fluctuaciones
observados en flagelos; es decir, cada uno de médulos putativos estuvieron restringidos
por dos conjuntos de datos independientes, rio arriba y rio abajo. Por lo tanto, mediante
el acoplamiento de los médulos Cay + BK y CatSper+sNHE al médulo disparador, se
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\ maodulo disparador

BKo

Figura 4.1: Organizacién modular de la red de sefializacién transductora de la sefial de SAP
hacia trenes de oscilaciones de calcio. Se muestra la separacién en 3 médulos, enlazados a través
de la variable del potencial de membrana (V). En el médulo disparador (descrito por las variables
S, Ry, Ry, G, 2., fr.) los receptores (R) captan moléculas de SAP (S) y transitan irreversiblemente
por tres estados, cada uno con menor actividad de guanilato ciclasa: Alta (Ry), baja (Ry) e inactiva
(R;); el cGMP sintetizado por estos receptores abre a los canales KCNG, (KCNGp), los cuales
conducen una corriente saliente de potasio que hiperpolariza (flecha hacia abajo) el potencial de
membrana (V). Los niveles hiperpolarizados de V promueven la apertura de los canales spHCN
(HCNp), los cuales ejercen la accién opuesta sobre V' al conducir una corriente entrante catiénica.
Se presentan dos médulos alternativos para explicar los trenes de oscilaciones de calcio: uno que
incluye a canales cldsicos voltaje dependientes y canales BK, y otro que considera a CatSper, al
intercambiador sSNHE y concentraciéon de protones. Hay que notar en el médulo Cay, el canal de
calcio solo es dependiente de voltaje, mientras que CatSper tiene triple regulacién (Ca**, H* y V)

muestra en las secciones 4.3.3.2 y 4.3.3.1 que ambos puede reproducir independientemente
los patrones observados en trenes de oscilaciones de [Ca**];.

4.3.2  Moédulo disparador de la respuesta activada por SAP

El cGMP es el componente central del médulo disparador de transduccion de sefial de
SAP. Se eleva en respuesta a la actividad de guanilato ciclasa inducida por la activacion
de receptores de SAP y activa canales KCNG, que a su vez conducen corrientes hiperpo-
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larizantes. Espermatozoides de A. punctulata estimulados con el SAP resact exhiben una
respuesta de cGMP rdpida que alcanza su nivel maximo antes de ~400 ms y rdpidamente
cae a una pseudo-meseta que decae lentamente durante varios segundos, esto segtn lo
reportado en [6]. Para explicar la dindmica bifdsica se propuso que los receptores de SAP
transitan irreversiblemente a través de tres formas con diferentes niveles de actividad de
guanilato ciclasa asociada (Figura 4.1, Subseccion B.1.1).

Primero se ajusto la cinética de activacion del receptor y la generacién de la sefial de
c¢GMP con datos publicados de ensayos en poblaciones de espermatozoides estimulados
con pulsos de SAP desenjaulado, en un rango de concentracién que abarca varios 6rdenes
de magnitud [6]. Esto permitié encontrar constantes cinéticas para las transiciones del
estado de los receptores, asi como la sintesis y la degradacion de cGMP (Figura B.1). Antes
de calibrar el voltaje y la dindmica de los canales i6nicos, y para luego poder calibrar
los médulos alternativos de oscilaciones de calcio, se utilizaron factores adecuados para
extender las simulaciones a regimenes de células individuales. Hay que recordar que las
series de tiempo experimentales usadas en este médulo vienen de poblaciones de células.
Con estos factores se pueden convertir las cantidades totales de cGMP en una concentracién
efectiva capaz de abrir canales de KCNG en un flagelo de espermatozoide (seccién 4.2.1.2).

Los pardmetros de densidad de canales KCNG y spHCN se ajustaron a datos de cinética
del potencial de membrana medidos con indicadores fluorescentes en poblaciones de
espermatozoides [18], y se encontraron valores que reproducen la caida transitoria temprana
del potencial de membrana y de forma parcial la recuperaciéon de éste mismo (Figura 4.2).
Para ilustrar la contribucién separada de cada canal, se muestra un caso de referencia
donde KCNG es el tnico canal presente (linea punteada en la Figura 4.2) y, como se
esperaba, su apertura lleva al potencial de membrana hacia Ex (potencial de Nernst de
potasio) ~—80mV. Este dltimo valor de referencia plantea un limite para V, el cual queda
por debajo del valor minimo alcanzado de V en la simulacién del caso KCNG + spHCN,
contrario a lo que usualmente se supone en la literatura, i.e. V = Ek. Vale la pena notar que
bajo este escenario, en el cual tnicamente estan presentes estos dos canales, no es posible
encontrar una combinacién de densidades de canal con la cual la corriente de spHCN sea
capaz de reequilibrar V hacia sus niveles de reposo, sin comprometer la magnitud de la
hiperpolarizacion transitoria por KCNG. Lo anterior evidencia que la recuperacién total del
voltaje requeriria de la actividad de otro tipo de canales i6nicos adicionales, que llevaran
corrientes despolarizantes y que se activaran por estas mismas, e. g. canales de calcio.

4.3.3 Dos médulos de sefializacién candidatos pueden explicar la estructura de los trenes de
oscilaciones de calcio

Dos moédulos de sefializacién alternativos, etiquetados como Cay + BK y CatSper+sNHE,
pueden explicar la envolvente caracteristica y el intervalo creciente entre picos consecutivos
de [Ca**]; cuando se acoplan por aparte al médulo disparador (ver Figura 4.1). Estos
modulos estdn compuestos de combinaciones de canales iénicos y transportadores. Estas
combinaciones especificas se seleccionaron por su capacidad de producir una serie de
fluctuaciones de calcio que recapitula cuantitativamente las observadas experimentalmente
en células individuales, y reciben como entrada la cinética de cGMP producida en el médulo
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Figura 4.2: Solucién numérica del médulo disparador con S(0)=25nm. Los datos experimentales
se extrajeron directamente de figuras publicadas en la literatura (cGMP de [6], V de [18]). Se escogid
como referencia la estimulacién de un pulso inicial de 25nM SAP, ya que en esta concentracion se
satura la respuesta de V.

disparador (Figura 4.2). En otras palabras, las soluciones numéricas de estos médulos
conducen a trenes de oscilaciones de [Ca*"]; cuyas amplitudes e intervalos entre picos
consecutivos se encuentran dentro del rango relativo de los observados en espermatozoides
individuales de S. purpuratus estimulados con el SAP speract (Figura 4.3). Los dos médulos
y sus propiedades se describen por separado en las siguientes dos secciones.

4.3.3.1  Moddulo Cay+BK y sus propiedades dindmicas

En la literatura sobre sefializaciéon de SAP en espermatozoides de erizo de mar, los
primeros canales de Ca** que se plantearon como posibles participantes en la via fueron
los Cay; siguiendo esta misma cronologia, se presenta primero el analisis de su médulo
correspondiente. La estructura del médulo se presenta en la Figura 4.1, la cual se caracteriza
por la inclusién de canales Cay y canales BK (de potasio dependientes de Ca**). En dicho
modelo cinético, se plantea que los canales Cay cambian de estado irreversiblemente a
través de tres formas - inactivo, cerrado y abierto - que definen un ciclo ordenado, en el cual
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Figura 4.3: Trenes de oscilaciones de [Ca**]; provocados por SAP en flagelos de espermatozoides
de erizo de mar y su modelacién..(A) Ejemplos de series de tiempo de [Ca**]; medidas con sondas
fluorescentes en flagelos de espermatozoides individuales de S. purpuratus, los cuales fueron
pegados a un cubreobjetos y estimulados con un anédlogo de speract desenjaulado por luz UV. (B)
Dindmicas de calcio generadas por soluciones numéricas del modelo que incluye al médulo Cay +
BK o el médulo CatSper + sNHE, acoplado con el médulo disparador. (C) Organizacién temporal
del intervalo entre picos consecutivos. En gris se muestran estimaciones provenientes de mediciones
experimentalmente en mds de 100 flagelos, donde los puntos grises sefialan la mediana, y la banda
gris el rango intercuartil; las mismas medidas hechas sobre la solucién numérica de los médulos
alternativos se muestra en negro

las tasas de transicion estdn controladas por voltaje de forma no lineal. Sélo el estado abierto
de Cay conduce las corrientes entrantes de Ca** que tienden a despolarizar la membrana.
Siempre que la magnitud de las tasas de transicién entre estas formas sean comparables
entre si, estos canales dan lugar a un ciclo limite estable (un atractor que describe una
trayectoria periddica) que, como se presenta mdas adelante (Figura 4.5B, gp,x = 0), tiene
un periodo constante y una amplitud relativamente pequefia en comparacion con los de
la Figura 4.3. El hecho de que el periodo predicho por estos canales solos es constante
serfa incompatible con el aumento progresivo de los intervalos entre picos observados
experimentalmente. Este desacuerdo con las observaciones hizo necesario considerar la
accion de otro canal en el médulo, i.e. BK, que una vez acoplado con Cay introduce un
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retraso en el intervalo entre los picos progresivamente creciente y también aumenta la
amplitud de éstos tltimos.

La solucion numérica para las variables en el médulo Cay + BK (S, Ry, Ry, G, f,, fier
V, f&r f&r fiir €) se muestra en la Figura 4.4, para los pardmetros de referencia (Tabla B.1).
El ascenso y el decaimiento lento del cGMP producido por el médulo disparador conduce
a un tren de oscilaciones de [Ca**]; con una envolvente que sigue de cerca la forma de la
sefial del cGMP (Figura 4.4A) y un intervalo creciente entre los picos. La hiperpolarizacién
transitoria inicial (Figura 4.4D), impulsada por la apertura de KCNG vy la corriente iénica
consecuente (f_ v Ik, ), precede y desencadena el primer pico de [Ca**]; (C). El nivel mas
bajo de las oscilaciones de [Ca**]; estd muy por encima de la concentracién basal de este
cation y la meseta sobre la cual estdin montadas las oscilaciones, que se aproxima a 500 nm,
se mantiene hasta por ~ 17s. Un comportamiento oscilatorio con un periodo similar, pero
con fases diferentes, se observa en la dindmica de apertura de canales (Figura 4.4B) y las
respectivas corrientes (C), asi como el potencial de membrana (D).

La dindmica temporal de las fluctuaciones de [Ca**]; predicha por este médulo puede
explicarse cualitativamente. La hiperpolarizacién inducida por KCNG permite la transicién
de Cay del estado inactivo al cerrado y la recuperacién de V mediada por spHCN permite
la apertura de estos canales cerrados. La corriente llevada por los canales Cay abiertos
superaria la fuerza hiperpolarizadora de KCNG y por lo tanto despolarizaria la membrana
transitoriamente a medida que los iones Ca** fluyen. Esta misma despolarizacién conduce
a la inactivacién de los canales de Cay, lo cual dejard que las corrientes hiperpolarizadoras
de KCNG predominen de nuevo. Al entrar el potencial de membrana en niveles hiperpola-
rizados, se reinicia el ciclo, con ayuda de los canales BK que incrementan las corrientes
de K*, luego de haber sido activados por el mismo aumento de [Ca**];. De esta manera,
hay un acoplamiento de las corrientes hiperpolarizantes netas con la amplitud del pico de
[Ca*"]; anterior, lo cual lleva a decir que cuanto menor sea el pico de calcio, BK reiniciara
el ciclo con menor fuerza.

La envolvente de los picos [Ca*']; sigue de cerca la de los niveles de cGMP. Esto llevé
a especular que el evolucién temporal de cGMP podria ofrecer una forma de entender
la envolvente de las fluctuaciones. Para obtener un mejor entendimiento cuantitativo de
esta posible dependencia, se hizo una variante del modelo donde la variable G se hace
constante y se vuelve un pardmetro; para esto las variables del médulo disparador se
ignoran, quedando asi un espacio de estados reducido a las variables (f.., fo., V., f& , f&
fgk , C); para este tltimo modelo se analizaron los cambios cualitativos de los niveles de
[Ca**]; y sus periodos presentes en estados estacionarios al variar el pardmetro G. A esto se
le conoce como anélisis de bifurcaciones en la teoria de sistemas dindmicos, el cual es ttil
para caracterizar las propiedades globales de un sistema de ecuaciones diferenciales, en
particular la dependencia de comportamientos asintéticos sobre un pardmetro de interés
dado (pardmetro de bifurcacién). Estos comportamientos pueden corresponder a atractores
de punto fijo (invariantes en el tiempo) o ciclos limite (periédicos estacionarios), que a
su vez pueden ser estables o inestables, entre otros; cada vez que se produce un cambio
cualitativo entre éstos por variaciones del pardmetro de interés, se dice que una bifurcacién
ha ocurrido.

Al variar G en este subsistema, el diagrama de bifurcaciones presenta 5 puntos de
bifurcacién (Figura 4.5A, etiquetados del I al V). En I, por medio de una bifurcacién tipo
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Figura 4.4: Dinamica del modelo que acopla el médulo que Cay+BK con el médulo disparador.

Al igual que en la figura anterior, se usa un estimulo inicial S(0)=25nM. De arriba a abajo, se
muestran las soluciones numéricas para: (A) C junto con G (reescalada de tal forma que los
respectivos valores basales coincidan), (B) fracciones de canales abiertos, (C) las corrientes i6énicas
producidas por los canales, (D) potencial de membrana.

Hopf, conforme G aumenta por encima del nivel basal, se pasa de un estado estacionario
estable de calcio a un ciclo limite. Cuando se llega a II, el ciclo limite desaparece dando
lugar nuevamente a un equilibrio estacionario estable por medio de una bifurcacién tipo
Hopf inversa. Méas adelante en III, se llega a una bifurcacion, la cual es nodo-silla inversa
definida ante incrementos de G, donde un estado de equilibrio estable coalesce con uno
inestable. De esta forma, al realizar el recorrido desde el estado de equilibrio estable
anterior se pasa a un estado inestable. Ahora, al avanzar sobre éste dltimo equilibrio
inestable, se llega a otro estable por medio de la bifurcacién nodo-silla directa (IV), que
como en el caso anterior, se define en términos de incrementos de G. La presencia de los
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Figura 4.5: Analisis de bifurcacién del modelo con el médulo Cay + BK. En este analisis, cGMP es
una entrada constante, i.e. G es el parametro de bifurcacién y las variables rio arriba son ignoradas,
reduciendo asf el espacio de estado a (fy,, fr. . V., f& & f&0 fir ©)- (A) Diagramas de bifurcacion
calculados con XPPAUT usando los pardmetros de referencia (Tabla B.1). Arriba: los gréficos
muestran la variable C como una funcién del parametro de entrada G. Las lineas continuas gruesas
son equilibrios estables, las discontinuas indican equilibrios inestables, las continuas delgadas son
los maximos y minimos de ciclos limite estables. Los puntos de bifurcacién estdn marcados con
nimeros romanos (I-V). Los circulos grises numerados indican el valor de los maximos de los picos
consecutivos obtenidos al resolver numéricamente el modelo completo (ver Figura 4.4). Abajo: las
lineas continuas representan el periodo de los ciclos limites estables en funcién de la entrada G.
Los circulos grises numerados corresponden al intervalo entre picos de las soluciones numeéricas,
tal como en el grafico superior. (B) Diagramas de bifurcacién parametrizados por la densidad
de conductancia de BK. Arriba y abajo: las lineas son como en los gréficos en (A), por claridad
se omiten los minimos y méximos de los ciclos limite. Los niimeros en el rango de 0.0 a 1.1 son
multiplos del valor de referencia de la conductancia de BK, g,k (e. g. las curvas marcadas como 1.0
coinciden con las de (A), en cambio las curvas marcadas como 0.0 corresponden a una célula sin
canal BK).

puntos III y IV sugieren la posible existencia de una bifurcacién tipo ctispide definida en
un espacio de mayor dimensioén, lo cual se corrobora en el panel B de la misma figura.
Finalmente, el tltimo estado de equilibrio estable, de nuevo por medio de una bifurcacién
tipo Hopf directa, da lugar a otro ciclo limite.

El periodo del ciclo limite en la rama superior aumenta a medida que disminuye la
concentraciéon de cGMP (Figura 4.5B, abajo), no asi en el caso del ciclo limite de la rama
inferior, donde el periodo muestra la tendencia contraria con un grado de cambio menos
pronunciado. Ademads existe una diferencia considerable entre ambos ciclos limite en
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cuanto a su amplitud, demarcada por los minimos y méximos de Ca** en el diagrama de
bifurcaciones.

Para entender mejor el papel modulador del canal BK sobre la dindmica de calcio
en un escenario dependiente de Cay, se hicieron diagramas de bifurcacién en el rango
de valores de G considerados en la figura 4.5A, para diferentes valores de densidad
de BK (Figura 4.5B). En B, a diferencia del panel superior de la figura 4.5A, los ciclos
limite que corresponden a las lineas inferiores y superiores no se muestran por claridad.
En el andlisis de bifurcacion, el caso extremo donde gpx = 0, es decir, la variante del
modelo que solamente presenta canales Cay, predice la existencia de una sola rama para
la concentracién de calcio. En el panel inferior, se muestra para este caso, que el periodo
del ciclo limite asociado tiene un valor constante de aproximadamente 0.2s (ver la linea
etiquetada como 0.0, i.e. gpx = 0.0, en Figura 4.5B, abajo). La adiciéon gradual de BK
muestra como se va generando una biestabilidad (Figura 4.5B), y exhibe la aparicién de
un ciclo limite superior dentro del rango de valores de G observado en Figura 4.5A. El
comportamiento de los periodos asociados a los distintos valores de g,k se muestra en el
panel inferior de la Figura 4.5B. En una representacion tridimensional, con gpx como uno
de los ejes, el patrén de bifurcaciones es una ctspide con ciclos limite sobrepuestos. La
presencia del nuevo atractor periédico superior posibilita que el piso de las fluctuaciones
de [Ca**]; se sittie en una meseta por encima del nivel basal, y que tanto la amplitud de las
fluctuaciones como el intervalo creciente entre los picos sean mds cercano a la respuesta
tisiolégica. Lo anterior implica que las propiedades mencionadas vienen dadas gracias al
acoplamiento de los canales Cay y BK.

Los parametros se han elegido de manera que los valores de cGMP superen transitoria-
mente el punto de bifurcacién que fuerza al sistema a oscilar en el ciclo limite superior y
caer en al ciclo limite inferior después de que la disminucién de cGMP hace atravesar al
sistema por la bifurcaciéon de nodo-silla (IV). Esto explica la caida abrupta y las oscilaciones
de baja amplitud que persisten después de ésta, las cuales son particularmente visibles
en la solucién numérica de V (Figura 4.4D). Si el valor de gpx se incrementara arriba
del de referencia usado en el panel A, por ejemplo, multiplicado por un factor de 1.1, la
bifurcacién nodo-silla ocurriria en un valor de G maés bajo y estas fluctuaciones de baja
amplitud no estarian presentes (ver Figura 4.5B).

Teniendo en cuenta las bifurcaciones del modelo obtenidas con cGMP como constante
de control, el comportamiento del modelo completo es mas facil de entender: la unién de
SAP a su receptor produce una actividad de cGMP sostenida pero decreciente, que lleva al
sistema a acercarse asintéticamente a los atractores calculados para valores fijos de cGMP,
es decir, la amplitud y el intervalo entre picos de las fluctuaciones tienden a la amplitud y
al periodo de los atractores (comparar los circulos grises numerados que corresponden a la
solucién del sistema, tomando en cuenta la variaciéon temporal del G como en Figura 4.4,
con los valores dictados por los ciclos limite asint6ticos para distintos valores fijos de cGMP
en la Figura 4.5A).

Es importante notar que en niveles intermedios del cGMP, hay un rango de valores
donde ciclos limite coexisten. De lo reportado en la literatura, sélo se ha observado experi-
mentalmente dindmicas que corresponderian al ciclo limite superior. Muy probablemente,
si el inferior estuviera presente, no se detectaria debido a que su amplitud es pequefa y lo
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mads probable es que dichas oscilaciones estén enmascaradas por las limitaciones propias
de la técnica de medicién.

4.3.3.2  Moddulo CatSper + sNHE y sus propiedades dindmicas

Ahora consideremos el médulo alternativo cuyo componente central es CatSper, el canal
de Ca** que recientemente se ha implicado en la VSAS. Para modelar la dindmica de apertura
de CatSper, se emplearon dos variables independientes: una compuerta modulada por pH;
y voltaje, y otra dependiente de calcio intracelular. La fraccion de canales abiertos estd dada
por el producto de las fracciones de estas dos compuertas abiertas (Ecuacion B.1.8). Otras
variables adicionales incluidas en el médulo, son la concentracién intraflagelar de protones,
H, y la fraccion de intercambiadores Na*/H* activos, f7, . De esta forma, el modelo que
resulta de acoplar este médulo con el médulo disparador presenta el espacio de estado (S,
Ry, Ry, G, f2, f8o V) f& fon, C, H); en la figura 4.6, se muestra una solucién numérica
con las mismas condiciones de estimulacién utilizadas en el modelo anterior.

El ascenso y la caida del cGMP, producidos por el médulo de disparo, conducen a un
tren de de oscilaciones de calcio con una amplitud que decae lentamente y un intervalo
cada vez mayor entre los picos (Figura 4.6A). El piso de las oscilaciones de [Ca**]; estd
cerca o incluso ligeramente por debajo del nivel de reposo, en contraste con las oscilaciones
predichas por el médulo alternativo (ver figuras 4.3 y 4.4). Un comportamiento oscilatorio
con un periodo similar, pero con diferentes fases, se observa en la dindmica de las fracciones
de canales abiertos (Figura 4.6B), las corrientes iénicas respectivas (C), asi como el potencial
de membrana y la concentraciéon de protones (D).

En comparacién con el médulo Cay + BK, el patrén de las oscilaciones de [Ca**]; del
moédulo CatSper tiene una forma diferente. Los picos individuales son mds prolongados y el
nivel minimo correspondiente es relativamente mas corto. El decaimiento de la envolvente
del tren de oscilaciones es menos pronunciado bajo los pardmetros de referencia de CatSper
que en el médulo Cay + BK, mientras que el aumento progresivo del intervalo entre picos
es mas marcado que el presentado en la seccién anterior. Es notable que el médulo CatSper
no predice la meseta sostenida del piso de las oscilaciones de calcio, recuperada en el
modulo Cay + BK. Finalmente, entre otras diferencias interesantes entre los dos médulos
es la envolvente de los picos del potencial de membrana, V. La amplitud de los picos
disminuye progresivamente en el caso de Cay + BK, pero aumenta en el médulo CatSper
(ver figuras 4.4D y 4.6D, respectivamente).

La légica detras del origen del ciclo limite en este médulo es cualitativamente sencilla.
La hiperpolarizacién aumenta la actividad del intercambiador Na*/H* que promueve la
extrusion de protones y por consecuencia aumenta el pH;. Ante esta alcalinizacién del
flagelo, la curva de sensibilidad de CatSper a voltaje se desplaza a valores més bajos de
V (ver Figura B.3D) y algunos de estos canales comienzan a abrirse. El flujo entrante
de Ca** despolariza la membrana, lo cual que a su vez tiende a aumentar atin mds la
fraccién de canales CatSper abiertos, creaindose un ciclo de retroalimentacién positiva.
Sin embargo, esta misma despolarizacién progresiva también reduce la actividad del
intercambiador y del canal spHCN, lo cual ocasiona respectivamente que el pH; tienda a
volver a su nivel basal y que la fuerza despolarizante del tltimo canal se vea cada vez mas
disminuida. Esto lleva a la curva de sensibilidad de CatSper a voltaje de vuelta hacia valores
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Figura 4.6: Dindmica del modelo que acopla el médulo CatSper + sSNHE con el médulo dispara-
dor. Al igual que en la figura anterior, se usa un estimulo inicial $(0)=25nm. De arriba a abajo, se
muestra respectivamente: (A) C junto con G reescalada, (B) fracciones de canales abiertos, (C) las
corrientes iénicas de los canales, (D) potencial de membrana.

maés altos, tal como sucede en el estado de reposo. Ademds, aunado a la inactivacion de
CatSper por el mismo calcio intracelular, se ocasiona que haya instantes donde la corriente
hiperpolarizante de KCNG destaque sobre la corriente despolarizante de CatSper (ver
Figura 4.6C). El ciclo se reinicia cuando la membrana vuelve a ser hiperpolarizada, lo cual
conduce a una nueva ronda de actividad del intercambiador (con intensidad cada vez
menor por la despolarizacién creciente), un aumento transitorio en el pH; y la recuperacion
de las corrientes de CatSper que superan las corrientes hiperpolarizantes.

Como en el caso del médulo Cay + BK, el andlisis de bifurcaciones del modelo que
cuenta con el médulo CatSper, pero con la entrada G constante, revela una estructura
dindmica bastante compleja. El sistema muestra una ctspide que implica dos bifurcaciones
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Figura 4.7: Andlisis de bifurcacién del modelo con el médulo CatSper + sSNHE. Al igual que en
el médulo anterior, cGMP es una entrada constante, i.e. , G es el parametro de bifurcacién y todas
las variables rio arriba son ignoradas, reduciendo asi el espacio de estado a (fy,, fi. » V, fan, Mcs ,
hes, C, H). Arriba: La gréfica muestra la variable C como una funcién de G. Las lineas continuas
gruesas corresponde a equilibrio estables, mientras que la discontinua indica equilibrio inestable,
caracterizado con XPPAUT. Las lineas punteadas se refieren a los maximos y minimos del ciclo
limite estable obtenido por solucién numérica del sistema mediante condiciones iniciales aleatorias.
Los circulos grises numerados indican los méaximos de los picos consecutivos obtenidos resolviendo
numéricamente el modelo completo, correspondiente a los representados en la figura 4.6. Abajo:
las lineas punteadas representan el periodo del ciclo limite estable en funcién del parametro G,
obtenido por soluciones numéricas. Los puntos grises numerados corresponden al intervalo entre
picos obtenidos de soluciones numéricas, como en el gréfico superior.

de nodo-silla, la cual, en contraste con el médulo Cay + BK, se encuentra en un rango de
valores de G cercanos al reposo, para los cuales dos equilibrios estables de calcio coexisten.
A valores mas elevados de cGMP, tiene lugar un régimen donde la solucién de equilibrio
estable coexiste con un ciclo limite estable, cuyos méximos y minimos estdn indicados por
una linea de circulos negros en el gréfico superior de la figura 4.7. Vale la pena notar que
la coexistencia de atractores estables dentro de un rango dado de valores de G sugiere la
presencia de puntos de bifurcacion que delimiten el trdnsito de un comportamiento al otro,
en los extremos de dicho rango. Sin embargo, para este caso, con el software de anélisis
de bifurcaciéon que se ha estado implementado (XPPAUT), no fue posible determinar
dichos puntos ni el ciclo limite. De hecho, el ciclo limite estable se detect6 resolviendo el
modelo numéricamente, explorando el espacio fase mediante aleatorizacién de condiciones
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iniciales del sistema y dejandolo evolucionar por tiempos largos (>5 x 10° iteraciones).
También una exploracién sobre condiciones iniciales entre los dos atractores, sugiere que
una posible presencia de cuencas de atraccion altamente entrelazadas, lo cual dificulta
calculos numeéricos.

Para este escenario, asi como fue el caso del modelo Cay + BK, la amplitud disminuye
y el periodo del ciclo limite aumenta (Figura 4.7) a medida que la entrada constante de
cGMP regresa a niveles basales después de haber estado situada en valores altos.

Con este andlisis de bifurcaciones, podemos abordar el problema de estudiar la variacién
los patrones de fluctuaciones de [Ca**]; considerando a G como una variable dependiente
del tiempo (Figura 4.6). En un inicio el cGMP presenta un aumento brusco en su concentra-
cioén, y el sistema cae dentro de la cuenca de atraccién del ciclo limite determinado para
valores constantes de G. Al retornar cGMP lentamente a su nivel basal, los transitorios
a esos ciclos limite van disminuyendo. Esto puede apreciarse por medio de los circulos
vacios de la Figura 4.7, donde se observa una disminucién de la amplitud de los picos y
un aumento de los intervalos entre picos sucesivos. Las diferencias entre los valores de
amplitud y periodo predichos en el escenario con valores fijos de G (circulos negros), y
los picos més realistas obtenidos cuando G evoluciona con su dindmica original (circulos

vacios numerados en Figura 4.7), son mas marcadas en este médulo que en el caso Cay +
BK.

4.3.4 Los médulos Cay+BK y CatSper+sNHE predicen respuestas distintivas ante manipulaciones
controladas del pH; y V

Una de las formas maés directas de distinguir cuél de los dos médulos es el mas adecuado
para describir la estructura esencial de la via activada por SAPs, es poner a prueba su
acoplamiento con el pH;. Si SsNHE y [H]* se acoplaran con el médulo Cay+BK, el primero se
activarfa mediante la hiperpolarizacion transitoria, y la concentracién de protones resultarfa
ser s6lo una variable de salida, en el sentido de que el pH; no retroalimenta a ninguno de
los procesos que determinan las fluctuaciones del calcio; en otras palabras, la concentracién
de protones no aparece en ninguna de las ecuaciones que rigen las variables de esa variante
del modelo. Por lo tanto, este médulo predeciria que los cambios en el pH; no conducirian
a cambios en los trenes de fluctuaciones de [Ca**];. Por el contrario, en el médulo CatSper,
la dindmica del protones estd estrechamente unida a las oscilaciones de calcio y es una
parte esencial de los mecanismos que subyacen al comportamiento oscilatorio. Durante el
analisis de la dependencia del médulo CatSper sobre los pardmetros, sistematicamente se
encontré que las oscilaciones de [Ca**]; eran concomitantes con oscilaciones de pH;j, con
el mismo periodo, aunque con diferencia de fase. Parametros que conducen a dindmicas
de protones mds lentas, tales que las oscilaciones de pH; desaparecieran, imposibilitaron
soluciones numéricas peridédicas que dieran lugar a trenes de oscilaciones de [Ca*"];. La
dependencia diferente de los dos médulos sobre el pH; ofrece una pauta que ayude a
distinguir su posible papel experimentalmente.

Supongamos que uno puede elevar artificialmente y fijar el pH; del flagelo. En esta
situacion, el médulo Cay+BK predeciria que las fluctuaciones de calcio no se verian
afectadas, mientras que el médulo CatSper predice que la subida sostenida del pH;
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cancelarfa las fluctuaciones de [Ca**]; y este catién se mantendria a una concentracién
maés alta. Este efecto se ilustra en la figura 4.8, donde también se superponen resultados
del registro de la dindmica de [Ca*"]; en presencia de cloruro de amonio (NH,CI) (un
compuesto usado para elevar el pH; y que podria suponerse que lo hace sin afectar ninguno
de los otros canales modelados aqui). Como se observa en el trazo experimental, se da
lugar a una dindmica que es cualitativamente similar a la predicha por el médulo pH-
dependiente CatSper. Si bien las variables del pH; y sNHE no estdn incluidas en el médulo
Cay+BK, si pueden acoplarse directamente a dicho médulo debido a que, por la misma
forma en como estdn modeladas, entrarian como variables pasivas, i.e. no tendrian ningtan
efecto en las otras variables pertenecientes al médulo (Figura 4.1).
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Figura 4.8: Los médulos Cay+BK y CatSper+sNHE predicen respuestas distintivas a la manipu-
lacién del pH intraflagelar.. Los paneles A y B muestran las soluciones numéricas de las variables
indicadas como en las figuras 4.4 y 4.6, respectivamente (bajo los pardmetros de referencia). En el
caso de la gréfico inferior del panel A, las variables del pH; y el sSNHE estdn acopladas con los
mismos pardmetros de referencia usados en el médulo de CatSper. Se muestra en los primeros 5
segundos una respuesta normal ante SAP, la cual se ve perturbada por un aumento artificial del
pHi a un valor constante mantenido en el tiempo. La linea gris ruidosa es una traza reescalada de
la intensidad de una sonda fluorescente de pH en una célula de espermatozoide de S. purpuratus
(obtenido como se describe en [49]).

Otra caracteristica distintiva de los dos médulos alternativos es el hecho de que en
estado de reposo el médulo Cay + BK tiene un tinico equilibrio estable, mientras que el
modulo alternativo con CatSper predice la coexistencia de dos equilibrios estables posibles,
caracterizados por [Ca*']; en niveles basales o muy por encima de éstos. Esto se ve mds
claro en los diagramas de bifurcacion en el panel superior de las figuras 4.5 y 4.7. Un
aumento transitorio en el potencial de membrana, de acuerdo con el médulo Cay+BK,
puede conducir a un aumento transitorio en [Ca**]; que lo haria volver rdpidamente a su
estado estable tnico (figuras B.4A y 4.9A). Por el contrario, de acuerdo con el médulo
CatSper+sNHE, una perturbacién suficientemente fuerte del potencial de membrana puede
forzar al sistema a pasar del estado estable basal inferior hacia el equilibrio caracterizado
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por una mayor [Ca**];, donde permanecera (figuras 4.9B y B.4B). Como consecuencia de
estas propiedades, es fécil ver que el tren de oscilaciones de calcio siempre terminara
en el nivel basal de acuerdo con el médulo Cay + BK, mientras que de acuerdo con el
modulo CatSper + sNHE, después de que los trenes de oscilaciones se desvanezcan, la
[Ca**]; podria permanecer en valores altos bajo dindmicas particulares que favorecieran la
despolarizacién del potencial de membrana.
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Figura 4.9: Los médulos Cay+BK (A) y CatSper+sNHE (B) predicen respuestas distintas a la
manipulacién del potencial de membrana. En ausencia de SAP, y partiendo del estado de reposo,
se simula un pulso de voltaje despolarizante, el cual consiste en fijar V=0mV en el tiempo t=0, y
manteniendo esta perturbacién durante 0.25s. Las dindmicas de voltaje durante el estimulo ex6geno
estan indicadas con lineas discontinuas. Los paneles A y B muestran las soluciones numéricas
de las variables indicadas como en las figuras 4.4 y 4.6, respectivamente (bajo los pardmetros de
referencia).

4.3.5 El'médulo CatSper + sNHE se complementa por el médulo Cay+BK en bajas estequiometrias

En las secciones anteriores, se demostr6 que los dos médulos, una vez acoplados con el
modulo de disparo, pueden describir por si mismos la mayoria de las caracteristicas de
los datos observados. Estos moédulos comparten algunos rasgos en cuanto a dependencias
funcionales y potencialmente podrian coexistir en el flagelo mediante el acoplamiento
del potencial de membrana, pH; y [Ca**];. Para investigar cémo el acoplamiento de los
modulos afectaria la dindmica, se consideré un escenario en el que la composicién real
del sistema seria una combinacién ponderada de los dos médulos con un peso dado por
el pardmetro 6. Para 6 = o, uno recupera el escenario original con CatSper; para 6 = 1
se recupera el modelo que presenta solamente al médulo Cay + BK; y cuando 6 = 0.5 la
densidad de conductancia total de los componentes en cada médulo es la mitad de sus
respectivos valores de referencia. Para asegurar la recuperacién de los escenarios extremos
(6=0 y 6=1) en este nuevo esquema ponderado, los parametros que regulan el reposo del
potencial de membrana y calcio (g1 y dc) se modificaron de una forma dependiente de 60
(ver Ecuacion 4.2.3).
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La importancia que tiene la dependencia de la respuesta de [Ca*"]; sobre la dindmica
del pH; qued¢ recalcada en la seccién anterior, por lo que para el siguiente anélisis se
toma como caso base el modelo que incluye al médulo responsable de dicho mecanismo
regulatorio: CatSper + sNHE. Sobre éste, se afiaden gradualmente los componentes del
moédulo Cay+BK, es decir, se hace una titulacién (adiciéon gradua) de las densidades
de conductancia. El anélisis se acot6 a tres esquemas de combinacién para hacerlo més
tratable: a) CatSper+sNHE+Cay (Figura 4.10), b) CatSper+sNHE+BK (Figura 4.11) y ¢)
CatSper+sNHE+Cay+BK (Figura 4.12).
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Figura 4.10: Titulacién de Cay sobre el médulo CatSper+sNHE. Considerando la adicién tnica-
mente de canales Cay, se muestran soluciones numéricas para el calcio bajo diferentes valores del
pardmetro de ponderacioén 6, el cual en este escenario influye sobre la proporciéon CatSper/ Cay al
estar multiplicando al valor de referencia de g, (la densidad de conductancia de Cay), mientras
que 1-¢ multiplica al valor de referencia de conductancia de CatSper. Como caso base, se muestra
en A el escenario original de s6lo CatSper, i. e. =0, mientras que las filas posteriores corresponden
al aumento gradual de 6. El efecto de este pardmetro sobre la razén CatSper/ Cay queda mejor
plasmado en el coeficiente r¢, el cual expresa la estequiometria de densidades de conductancia de
dichos canales; a mayor valor de ¢, mayor es el predominio por parte CatSper con respecto de Cay.

En la figura 4.10, se observa que el efecto méas notorio de la titulaciéon de Cay sobre el
modulo CatSper+sNHE es el de acelerar la respuesta en general sin modificar cualitativa-
mente la envolvente o la forma de los picos. Para los dos primeros casos (B,C), la frecuencia
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aumenta pero la duracién total del tren de oscilaciones disminuye un poco en comparacién
con el escenario del médulo original CatSper+sNHE (A). Para la tercera titulacion (D), la
respuesta se ve acelerada y se acompafia de una extensioén de su duracién antes de retornar
al estado basal. Sin embargo, por lo que se observa en la cuarta titulacién (E), hay un limite
en el cual la respuesta comienza a alterarse de tal forma que deja de haber compatibilidad
con lo observado experimentalmente, ya que el tren de oscilaciones se extiende a varias
decenas de segundos y el nivel al cual retorna la respuesta tiende a niveles altos en vez de
ir al basal.
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Figura 4.11: Titulacién de BK sobre el médulo CatSper+sNHE. Considerando la adicién tnica-
mente de canales BK, se muestran soluciones numéricas para el calcio bajo diferentes valores del
parametro de ponderacién 6, el cual controla el porcentaje del valor de referencia de gy, la densidad
de conductancia de BK. Como referencia, se muestra arriba el escenario original de s6lo CatSper
(A), i. e. 8=0- Las filas posteriores corresponden al aumento gradual de 6, en donde se muestra el
valor resultante de gpx. A diferencia del escenario anterior (4.10), la densidad de conductancia de
CatSper no se ve afectada por el pardmetro de ponderacion 6.

El segundo esquema de combinacién, CatSper+sNHE+BK, deja ver facilmente lo ex-
tremadamente sensible que es el médulo de CatSper cuando éste tltimo interacttia con
un canal que tiene las caracteristicas de BK. Desde valores muy pequefios de densidad
de conductancia, gpk, las oscilaciones desparecen quedando s6lo un aumento de calcio
en valores intermedios sobre el nivel basal (Figura 4.11C, D y E). No obstante, en valores
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notoriamente bajos de gpy, la capacidad del sistema para oscilar resiste ante la adicién de
BK; ésto se aprecia por un cambio de escala de tiempo de la respuesta sin alterarse la forma
cualitativa de los picos (Figura 4.11B). En este tltimo caso, sélo hay un aumento sutil de la
frecuencia, i. e. en los primeros 15s se producen 13 fluctuaciones sin BK, mientras que con
BK son 14; y en cuanto a la extension del tren de oscilaciones, con BK la respuesta termina
apenas 2 segundos después en comparacion con el médulo CatSper+sNHE (A).
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Figura 4.12: Titulacién del médulo Cay+BK sobre el médulo CatSper+sNHE. Partiendo del
modelo que incluye al médulo CatSper+sNHE, se muestran soluciones numéricas para el calcio
bajo diferentes valores del pardmetro de ponderacién 6, el cual controla el porcentaje de médulo
Cay+BK que se esta afiadiendo. 8 multiplica las conductancias de referencia gev v gpk, y de forma
correspondiente la densidad de conductancia de CatSper disminuye por el factor 1-0. Como
referencia, se muestra primero el escenario original de s6lo CatSper (A), i.e. 6=0, y las filas
posteriores corresponden al aumento gradual de 6. El efecto de este pardmetro sobre las densidades
de canales se reporta en el coeficiente r¢, que mide la razén de conductancias totales CatSper/ Cay,
asi como los nuevos valores gi. Al igual que en la figura 4.10, a mayor valor de r¢, mayor es la
predominancia de la conductancia total por parte CatSper con respecto de Cay.

Al analizar el escenario méds complejo, que consiste de la combinacién de los dos
modulos, se recuperaron con otros valores de 0 los principales efectos que se habian
observado previamente en la titulacién de solamente Cay (Figura 4.10), i. e. el incremento
de la frecuencia de oscilaciones sin introducir cambios importantes en la forma de los
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picos ni en su envolvente, asi como una prolongacién de la duracién de la respuesta. Por
otro lado, al comparar los dos anteriores esquemas con éste tltimo, se sugiere que sélo
cuando se afiade BK junto con Cay, la respuesta dependiente de CatSper es tolerante a la
inclusiéon de dicho canal en densidades de conductancia mayores (ver valores de gpx en
figuras 4.11 y 4.12), ademds de que éste dltimo se encarga de extender la duracién del tren
de oscilaciones (comparar Figura 4.10 y Figura 4.12). Sin embargo, més alla de cierto nivel
de gpk (E), la respuesta oscilatoria se colapsa, dejando visible s6lo un aumento transitorio
inicial, quedando de manifiesto un efecto negativo de BK sobre los trenes de oscilaciones a
altas densidades.

4.4 RESUMEN DE OBSERVACIONES SOBRESALIENTES

La dindmica del cGMP a tiempos largos se caracteriza por un decaimiento lento, en el
cual su concentracién sigue de cerca la dindmica de la forma del receptor con baja actividad
de guanilato ciclasa (Rp) (Figura 4.2, arriba).

El moédulo disparador sélo es capaz de explicar la dindmica de la hiperpolarizacién
transitoria temprana si se considera la accién conjunta de los canales KCNG y spHCN.
La configuraciéon del conjunto de pardmetros fue tal que a falta de otros canales, la
repolarizacién iniciada por spHCN, luego de la corriente hiperpolarizante de KCNG,
conduce a una recuperacion parcial del potencial de membrana, permaneciendo debajo del
valor de reposo (Figura 4.2).

Los dos médulos alternativos que presentan un tipo de canales de calcio voltaje depen-
dientes, Cay+BK 6 CatSper+sNHE, podria generar dindmicas de fluctuaciones de [Ca**];
con caracteristicas cualitativamente similares a las observadas experimentalmente en célula
individual Figura 4.3. Sin embargo, cada uno produce mejor una caracteristica en particular:
el médulo CatSper+sNHE produce un espaciamiento relativo entre picos mds marcado y
mas apegado al experimento, mientra que el médulo Cay+BK explica mejor el decaimiento
de la envolvente de las oscilaciones.

En el médulo Cay + BK, la envolvente de las oscilaciones del potencial de membrana
presenta una forma similar a la de los picos de [Ca*"]; (Figura 4.4A y D). Por el contrario,
el médulo CatSper+sNHE predice que la amplitud de los picos de potencial de membrana
deberia aumentar hasta que cesan repentinamente (Figura 4.6D).

Del analisis de bifurcaciones, se pudo observar en ambos moédulos que el régimen
periddico comienza por encima de un valor definido de cGMP, situado arriba del estado de
reposo; por debajo de éste nivel critico, las oscilaciones no tendrian lugar (Figs. 4.5 y 4.7).
En el caso del médulo CatSper + sSNHE, un nivel muy alto de cGMP inhibe las oscilaciones,
llevando al sistema solamente a un aumento sostenido de calcio. Por el contrario, en el
modulo Cay+BK, el régimen periddico se mantiene para cualquier valor arriba de un nivel
critico de cGMP, sélo que a concentraciones muy altas, la amplitud y periodo se saturan.

Otra predicciéon comprobable del médulo CatSper es la existencia de biestabilidad
en valores de cGMP cercanos al reposo. En ausencia de SAP, perturbaciones como una
despolarizaciéon de la membrana pueden llevar a un valor sostenido de [Ca**]; por encima
del nivel de reposo normal (Figura 4.9). Esta propiedad de biestabilidad no esta presente
en el médulo Cay + BK (Figura 4.5), ofreciendo asi otra forma de distinguirlos.
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Los dos moédulos predicen respuestas muy distintas a la induccién artificial de una
alcalinizacién sostenida. El médulo CatSper+sNHE, sin los canales Cay y BK, predice
que una alcalinizacién transitoria o sostenida deberia dar como resultado una elevacién
sostenida de [Ca**];, tal como se observa experimentalmente después de la adicién de NH,*
a espermatozoides de S. purpuratus (Figura 4.8). La comparacion de estos dos médulos
con las mediciones experimentales sugieren que el canal principalmente responsable de la
respuesta de [Ca**]; a SAP podria ser el canal pH-dependiente CatSper, y no Cay.

Se encontraron escenarios mixtos, donde combinaciones particulares de ambos médulos
producen trenes de oscilaciones de [Ca**]; compatibles con experimentos.

Cuando se incrementa la conductancia de Cay sobre el médulo CatSper, la respuesta
de [Ca*"]; se acelera conservando la envolvente y el espaciamiento progresivo entre picos
(Figura 4.10). Sin embargo, la duracién de la respuesta se prolonga més alla de lo deseable
cuando la razén de conductancias CatSper/Cay, Tes tiende a valores menores de =3,
mientras que el estado al cual retorna el sistema corresponde a la rama estable superior de
la zona biestable mencionada anteriormente (Figura 4.7).

En cuanto al canal BK, éste inhibe los trenes de oscilaciones de calcio generados por
el canal CatSper. Aunque desde densidades muy bajas, las oscilaciones desaparecen y
tnicamente queda un aumento suave del nivel de [Ca**];, existe un rango muy reducido de
valores en el cual los trenes de oscilaciones no colapsan por la adiciéon de BK, y se puede
apreciar un aumento en el nimero de picos y en la extensiéon de la respuesta de calcio en
general (Figura 4.11).

Cuando Cay y BK se afiaden de forma conjunta (conservando la misma proporcién entre
ellos tal como en el médulo original Cay+BK), la respuesta de calcio dependiente de CatSper
es menos tolerante a Cay, pero mas tolerante a BK, en comparacién con las correspondientes
titulaciones por separado. En un escenario donde la razén de conductancias CatSper/Cay
es de ~10 y la densidad de conductancia de BK es del 2% del valor de referencia usado
en el médulo Cay+BK (Tabla B.1), la frecuencia general del tren de oscilaciones aumenta
favorablemente, a la vez que se mantiene una duracién razonable de la respuesta. Si
la contribucién relativa de los dos canales se lleva més alld de estos rangos, el tren de
oscilaciones se prolonga mds de lo observado experimentalmente, o incluso se colapsa
por accion de BK (Figura 4.12). A grandes rasgos, la adicién conjunta de Cay y BK puede
mejorar la dindmica de CatSper+sNHE en comparacién con su inclusién por separado.
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DISCUSION

Now it would be very remarkable if any system existing in the real world could
be exactly represented by any simple model. [. .. ] For such a model there is no
need to ask the question “Is the model true?”. If “truth” is to be the “whole truth”
the answer must be “No”. The only question of interest is “Is the model
illuminating and useful?”.

GEORGE Box, Robustness in Statistics, 1979

La relevancia de las fluctuaciones de calcio intracelular provocadas por SAPs en el
movimiento de los espermatozoides de erizo de mar se ha establecido [2, 46, 47, 86], sin
embargo, la identificacion de los canales que contribuyen a estos trenes de oscilaciones
es un asunto de investigacién en progreso [24, 49]. A pesar de que se ha demostrado
la presencia del canal CatSper en A. punctulata y se ha propuesto su participaciéon en la
respuesta quimiotactica de espermatozoides recientemente [24], el grado de su contribucién
no se ha determinado, dejando abierta la cuestion de la participacion de otros canales de
Ca*" en este proceso, tales como los canales cldsicos dependientes de voltaje, i.e. LVA y
HVA.

5.1 MODELO DISCRETO

En el trabajo realizado en esta tesis, primero se abordé esta cuestién mediante una
plataforma de modelacién discreta. Se tomé como punto de partida un modelo planteado
anteriormente para la via de sefializacion activada por SAPs, el cual ha contribuido pre-
viamente a la comprension y la prediccién de algunas propiedades de las incrementos
transitorios de Ca**[39]. En particular, la necesidad de un canal tal como CatSper surgi6
de este modelo con el fin de recuperar los resultados experimentales relacionados con la
accion de la Iberiotoxina y el 4cido nifldmico [35, 39]. En este caso, la exploracién de las
variantes de modelos, distinguidos por el conjunto de canales de Ca** que consideran,
incluyé: Modelo I con cAMPCC, HVA y LVA, Modelo II con CatSper, LVA y HVA, y Modelo
III, tnicamente con CatSper; esto permitié poner a prueba la contribucién de estos canales
y asi calibrar su importancia relativa guiado por criterios basados en la corroboracién
experimental.

En la Tabla 3.2, queda de manifiesto que los mejores resultados se obtienen con el
Modelo III. Vale la pena notar que las ventajas que se obtienen gracias a CatSper se ven
limitadas si éste acttia acompanado de los canales Cay (Modelo-II), de hecho los resultados
de éste dltimo son cualitativamente similares a los del Modelo I. En cierto modo, puede
interpretarse que la acciéon de estos canales interfiere con CatSper, esto puede apreciarse al
suprimir in silico PDE, CaKC y pH;.
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Con respecto a los otros canales de Ca**, en la Figura 3.2 se observa que la supresién
de Cays modifica la curva de [Ca**]; de una forma mas sutil que el knock-out de CatSper.
Entre los efectos que se alcanzan a notar, estdn el de un decaimiento més rapido desde
cada pico de concentracion, a la vez que se mantiene tanto el nivel promedio del calcio asi
como la tasa de aumento. Debido a que la quimiotaxis es fuertemente dependiente de la
forma temporal de la sefial de calcio (la tasa de aumento controla los giros pronunciados
y la tasa de decremento la de los trayectos progresivos [5, 11]), el papel de esos canales
podria ser el de intervenir en el ajuste fino necesario para un correcto movimiento de los
espermatozoides en su bisqueda por el huevo.

Por lo tanto, este modelo predice que, asumiendo una estequiometria 1:1 de todos los
elementos de la red, CatSper es indispensable y parece ser el principal canal de calcio. Al
igual que en A. punctulata, en el laboratorio del grupo del Dr. Alberto Darszon, se encontré
que las subunidades del complejo CatSper se expresan en flagelos de espermatozoides de
S. purpuratus, reportadas en [52].

5.2 MODELO CONTINUO

Para superar las limitaciones que presenta la modelaciéon discreta en el andlisis de
diferentes estequiometrias en los canales, se recurri6 a la modelaciéon continua de la VSAS
mediante un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias. Con este enfoque alternativo
e independiente del discreto, se exploré la coleccién de canales que pueden explicar la
dindmica de los trenes de oscilaciones de [Ca?*];. La forma de abordar la via de sefializacién
se realiz6 separando el sistema en moédulos, los cuales estan acoplados por el potencial
de membrana: un médulo disparador, relacionado con todos los eventos necesarios para
preparar el potencial de membrana previo a los trenes de oscilaciones de calcio; dos
modulos alternativos relacionados directamente con la generacién de las oscilaciones,
donde uno de los dos canales, Cay o CatSper, es central en el influjo de este catién
(Figura 4.1).

La gran cantidad de pardmetros (Tabla B.1) de las variantes del modelo continuo estudia-
das aqui disuadiria cualquier intento de este tipo si no fuera por la disponibilidad de series
de tiempo cuantitativas de cGMP y potencial de membrana, con varias concentraciones
de SAP. Los pardmetros del médulo disparador que no se obtuvieron de la literatura se
estimaron ajustando el modelo a estos datos de series de tiempo. Esto fue posible gracias a
la estructura de la red de sefializacién, en la cual los componentes relativos al médulo de
disparo son independientes de la dindmica rio abajo y al hecho de que el modelo predice
una dindmica suave no oscilatoria (Figura 4.2).

5.2.1 Eventos tempranos de la via

El médulo disparador, relacionado con la sefializacién temprana, fue capaz de reproducir
la evolucién temporal de su variable de salida cGMP, y también la respuesta inicial del
potencial de membrana ante diferentes concentraciones de SAP, medidas en poblaciones
de células [6, 18]. Esto es notable considerando que este médulo hace suposiciones muy
simples sobre la unién del ligando al receptor y la actividad de guanilato ciclasa, ya que
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no se consideraron mecanismos de adaptacion tal como el reajuste de la afinidad del
receptor dependiendo de la concentracién de SAP, ya reportado previamente [7, 75, 87].
Ademas, si el modelo predijera que el cGMP sufre oscilaciones en vez de una dindmica
suave (surgiendo de una retroalimentacién potencial del pH; sobre la actividad de PDE
[88]), se perderia el poder inferencial de ajustar el valor de cGMP predicho a los niveles
medios de cGMP de la poblacion.

En cuanto a la recuperacion del potencial de membrana a cargo de spHCN, explicada por
el médulo disparador (Figura 4.2), la conductancia efectiva de este canal es suficiente para
poner en marcha los médulos rio abajo (por ejemplo, incrementando la tasa de apertura
de canales de Cay cerrados o de la compuerta voltaje dependiente de CatSper) pero no
demasiado fuerte para evitar la dindmica oscilatoria de [Ca**];. Esta propiedad de la red
de sefializacion es susceptible de corroboracion experimental, ya que se puede evaluar si
la recuperacién del potencial de membrana es justamente parcial cuando el tnico flujo
despolarizante es el de spHCN, lo que podria lograrse mediante el uso de condiciones de
medio externo libres de Ca**, con lo cual se estarfa inhibiendo toda entrada de calcio y con
ello cualquier otra corriente que eleve el potencial de membrana.

5.2.2  Dindmica general de la sefial de calcio

El andlisis de los médulos alternativos por separado, muestra que las caracteristicas
tipicas de las fluctuaciones de calcio pueden explicarse por ambos canales de calcio voltaje
dependientes. Es importante notar que la escala temporal en general de la respuesta de
calcio producida por el médulo CatSper+sNHE es mds lenta en comparaciéon con los
trazos experimentales (en términos de unidades de tiempo reales), bajo los parametros
de referencia utilizados; no obstante, si se contrasta el aumento progresivo relativo entre
picos de calcio, éste sigue la misma tendencia que el médulo Cay + BK (Figura 4.3). En las
soluciones numéricas del médulo de CatSper, el intervalo entre los tltimos picos del tren
puede ser hasta dos veces mas grande que el intervalo entre los primeros, como se observa
en las mediciones de calcio en célula tinica. Por el contrario, la disminucién progresiva de
la amplitud observada experimentalmente se explica mejor por el médulo Cay+BK, bajo
los pardmetros de referencia utilizados aqui.

En el primer médulo, los Cay atraviesan irreversiblemente por transiciones secuenciales,
dependientes de voltaje: se encuentran predominantemente inactivados en el potencial de
reposo, se liberan de la inactivaciéon ante una hiperpolarizacién transitoria, posteriormente
se abren cuando la actividad de los canales de spHCN aumenta el potencial de membrana,
y por ultimo, la misma despolarizacién por la corriente de calcio regresa a los Cays al
estado inactivo. Esta secuencia origina un ciclo limite con un periodo constante y una
amplitud controlada por la actividad de cGMP. En este médulo, las oscilaciones estan
fuertemente moduladas en amplitud y ritmo por el canal dependiente de Ca**, BK. Sélo
con el acoplamiento de Cay y este canal, se logra reproducir el incremento progresivo entre
picos de [Ca**];, observado experimentalmente en flagelos. Esto se debe a un segundo ciclo
limite, introducido por este canal (Figura 4.5).

El segundo moédulo capaz de explicar la organizacién de las fluctuaciones [Ca**]; pre-
senta un solo canal, CatSper, el cudl es dependiente del voltaje y del pHj, e inactivado
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reversiblemente por los iones Ca* intracelulares. En contraste con el médulo anterior, que
se pone en marcha directamente por la hiperpolarizacién transitoria que remueve la inacti-
vacion de los canales Cay, la apertura inicial de los canales CatSper se logra indirectamente
por la alcalinizacién del citoplasma provocada por la activacion de sNHE, el cual a su vez
depende de la hiperpolarizacién. Bajo los pardmetros de referencia, el régimen oscilatorio
producido por CatSper requiere oscilaciones en el flujo de protones, y por lo tanto en pH;
(Figura 4.6). En lugar de la inactivacién de CatSper por [Ca**];, el ciclo de retroalimentacién
efectiva que explica las oscilaciones de calcio es la misma inhibicién de la actividad sNHE
por la despolarizacién de la membrana a cargo del influjo de calcio. En otras palabras, la
observacion de oscilaciones de [Ca**]; dependientes de CatSper implica necesariamente
oscilaciones concomitantes de pH; con el mismo periodo, pero con fase diferente (ver
activacion de sNHE y CatSper en Figura 4.6B).

5.2.3 Criterios basados en otras variables del modelo para distinguir médulos de calcio

5.2.3.1 Potencial de membrana

Los dos médulos alternativos confieren algunas propiedades distinguibles a la red de
sefializacién cuando se acoplan al médulo disparador. Una de esas propiedades es la
envolvente de las oscilaciones del potencial de membrana. En el médulo que presenta
canales Cay y BK, la forma de dicha envolvente guarda similitud con la [Ca**]; (Figura 4.4).
En contraste, el médulo CatSper predice que la amplitud en los picos de V aumentan
con el tiempo, hasta que cesa repentinamente, marcando asi una tendencia contraria a la
dindmica del calcio (Figura 4.6). Esta tendencia ascendente se asemeja mds a lo observado
en mediciones de potencial de membrana realizadas en poblaciones de espermatozoides
estimulados con altas dosis de SAP [18].

5.2.3.2 c¢cGMP

Del analisis de bifurcaciones, se pudo observar en ambos médulos que las oscilaciones
predichas desaparecen cuando cGMP cae por debajo de un valor critico (Figs. 4.5 y 4.7). En
el caso del médulo Cay+BK, esto se da por una bifurcaciéon tipo Hopf. Una diferencia con
respecto al rango de valores de cGMP que permiten oscilaciones de [Ca**];, es que en el
modulo CatSper + sNHE, éstas solo se pueden observar dentro de un intervalo definido
de actividad cGMP. En concentraciones de GMP intracelulares muy bajas (cercanas a la
de reposo) o muy altas, el modelo predice un aumento sostenido [Ca**]; sin oscilaciones
perceptibles. No asi el médulo Cay+BK, donde el régimen peridédico se mantiene para
cualquier valor arriba de un nivel critico de cGMP, estaciondndose la amplitud y el periodo
en valores constantes para niveles muy elevados de cGMP.

Estas propiedades del modelo podrian abordarse experimentalmente mediante inhi-
bidores de PDE o elevando el cGMP a concentraciones saturantes al liberar un andlogo
fotoactivable. Con respecto al bloqueo de la PDE, es interesante notar algunas similitudes
entre los modelos discretos y continuos. Las variantes Modelo I y II predicen oscilaciones
situadas en niveles similares a sus respectivas redes WT (Figura 3.4); de igual forma, en la
contraparte del modelo continuo, con el médulo Cay+BK (el més cercano al Modelo I) se
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puede apreciar que en niveles altos de cGMP (lo que se espera de un bloqueo de la PDE),
se sigue observando un régimen periddico (Figura 4.5A). En el caso de la variante del
Modelo III, que seria la més cercana al escenario planteado por el médulo CatSper+sNHE,
ante el bloqueo de PDE persiste un aumento de calcio sobre el nivel basal (Figura 3.4),
aunque con una amplitud menor con respecto de la correspondiente red WT; mientras que
en el continuo, se verfa un aumento sostenido de calcio bajo concentraciones saturantes de
c¢GMP, pero con una amplitud menor que la dada por el régimen periddico que tiene lugar
en el rango de niveles fisiol6gicos de cGMP (Figura 4.7, arriba).

Adicionalmente, vale la pena mencionar que la liberacion intracelular de analogo de
c¢GMP en espermatozoides conduce a un tren de oscilaciones de [Ca**]; en el caso de A.
punctulata [9] (ver Figura 1.3B), mientras que en el caso de S. purpuratus, sélo se observa un
aumento transitorio inicial [10] (ver Figura 1.3C), cuyo nivel decae lentamente. Esta discre-
pancia entre especies de erizo de mar podria conciliarse si existen diferencias especificas en
sus respectivos sistemas de sefializacion con respecto a los limites de intervalos de cGMP
generadores de oscilaciones (lo cual podria darse por una modificacién cualitativa del espa-
cio fase variando mds de un pardmetro), o alternativamente por diferencias experimentales
en la concentracién de nucleétido ciclico que se logra liberar por luz UV.

5.2.3.3 pH;

Al analizar los escenarios resultantes de inducir una alcalinizacién constante, los dos
moédulos predicen respuestas muy distintas. Solamente el médulo CatSper+sNHE predice
que se alcanzaria un nivel de [Ca**]; sostenido, lo cual es comparable con lo observado en
experimentos de adicién de cloruro de amonio (NH,CI) a espermatozoides de S. purpuratus
(Figura 4.8). El contraste entre los médulos a fin de recuperar la observacién experimental
sugiere que el canal responsable de las oscilaciones de [Ca*"]; producidas por SAP seria
CatSper, en lugar de los Cays. Hay que notar que la alcalinizacién inducida por NH,Cl,
que es mayor que la causada por el SAP speract y que produce una despolarizacién de la
membrana [78], da como resultado una afluencia de calcio menor, en comparacién con la
que podria desencadenar speract solo [49]. Una interpretacién previa fue que se requiere
la participacién de otra via de influjo de calcio en la VSAS [49]. Sin embargo, de acuerdo
con las predicciones del modelo, existe una dependencia fuerte de la respuesta oscilatoria
de calcio con las oscilaciones de pH; (Figura 4.8). Por otra parte, asi como el atractor
peridédico que origina las oscilaciones de calcio tiene lugar s6lo bajo un rango definido de
c¢GMP (Figura 4.7), de una forma similar éstas oscilaciones podrian darse sélo dentro de un
intervalo de pH;. Estos requerimientos basado mas en la forma de la dindmica misma del
flujo de protones o en la posible existencia de un rango de pH; permisivo para oscilaciones
de calcio (en vez de un mero umbral), ofrecen una explicacién alternativa.

Es importante mencionar que a la fecha no se ha detectado experimentalmente un
patrén oscilatorio de pHj con la misma periodicidad que la sefial [Ca**];, esto evaluado
en células individuales ([49]; observaciones del laboratorio no publicadas). Esto podria
reflejar limitaciones propias del sistema de medicién experimental, e. g. una relacion de
sefial/ruido muy baja de la sonda fluorescente utilizada para medir el pH; en comparacién
con la sonda de Ca*"); de forma alternativa, esto puede significar que el pH intraflagelar
en efecto no es oscilante periédicamente. En el dltimo caso, la hipétesis de que CatSper es
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el principal responsable de las fluctuaciones en las corrientes de Ca**, al menos de acuerdo
con la forma en que se model6 aqui, seria cuestionable y sujeta de ser reexaminada.

La observacién de que un aumento en el pH; precede al primer pico de [Ca**]; en el
espermatozoide de erizo de mar estimulado por SAP, ha llevado a la interpretacién de que
las corrientes de Ca** son una consecuencia de esta alcalinizacién temprana [24, 48, 49].
Esta interpretacion se ha convertido en la piedra angular de la hipétesis de que el canal
CatSper sensible al pH; es responsable de la sefial de calcio. Sin embargo, hay que resaltar
que la misma precedencia de la sefial de pH; al primer pico de [Ca**]; se puede recuperar en
el modelo que presenta Cay y BK (Figura 4.8A). En este escenario, se acoplaron sNHE y la
variable de concentracién de protones, parametrizados tal como en el médulo CatSper. En
esa variante del modelo, por construccién, el pH; no es el agente causal de las oscilaciones,
pues las corrientes de calcio dependen en tltima instancia sélo del voltaje (por Cay) y del
calcio mismo (a través de BK); es decir, sNHE y la [H*]; juegan un rol pasivo, siendo éste
altimo una variable de salida. Esto ilustra las deficiencias de inferir causalidad de series de
tiempo experimentales en general y da una advertencia sobre las interpretaciones previas
de experimentos, en las que naturalmente se argumentaba que un canal de Ca*" sensible al
pH; debia estar involucrado en la respuestas activada por SAP.

5.2.4 Biestabilidad

Una predicciéon que llama la atencién, es la existencia de biestabilidad en los valores
cercanos al reposo de cGMP, de acuerdo con el médulo de CatSper (Figura 4.9). Esto
implica que existen perturbaciones que pueden llevar a un valor sostenido de [Ca*"]; por
encima del reposo normal, en ausencia completa de SAP. Se ilustra esto mediante un
aumento transitorio en el potencial de membrana que ancla al sistema en el estado estable
caracterizado por un nivel mayor de [Ca*"]; (Figuras 4.9 y B.4).

Otra perturbacién con efectos comparables seria un agotamiento transitorio del cGMP,
lo cual empujaria al sistema mds alld del otro punto de bifurcacién (hacia la extrema
izquierda del diagrama, Figura 4.7) en el cual el equilibrio inferior desaparece; alrededor
del cGMP basal se predice que el sistema tiene histéresis y con dicha perturbacién, el
sistema permaneceria en el estado de equilibrio de [Ca**]; mayor. Una implicacién de esta
propiedad del médulo CatSper es que luego de que un tren de oscilaciones de [Ca**]; llega
a su fin, el sistema puede o no volver al nivel de reposo fisiologico. Estas caracteristicas de
biestabilidad e histéresis no estdn presentes en el médulo Cay+BK, ofreciendo otra forma
de separar las dos hipétesis.

Es interesante notar que este estado de equilibrio alternativo, que coexiste con el basal,
conlleva ademds un pH; bajo y una membrana despolarizada (Figura 4.9B, abajo). Si dicho
estado existiera, el significado fisioldgico de éste se asociarfa con un estado de quiescencia,
ya que la acidificacién del citoplasma por debajo del pH; basal inhibe al metabolismo y a
las dineinas, que son los motores moleculares que impulsan el batido flagelar [84, 89]. Por
otra parte, en este equilibrio posiblemente se vea afectada la viabilidad del espermatozoide,
ya que niveles de calcio elevados de una forma sostenida representan una sefial universal
que desencadena muerte celular en la mayoria de células eucariotas [90-92].
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5.2.5 Escenarios mixtos

Aunque los dos médulos candidatos reproducen cualitativamente las respuestas de calcio
observadas bajo regimenes de pardmetros particulares, se encontraron escenarios mixtos
que producen trenes de oscilaciones de [Ca**]; compatibles con experimentos. Introducien-
do un pardmetro de ponderacién que controla la contribucién relativa de los médulos,
las propiedades cualitativas de las dindmicas de calcio generadas por CatSper+sNHE se
conservan cuando el médulo Cay+BK se afiade dentro de un rango de valores donde su
contribucién es pequefia; incluso, hay un in intervalo intermedio en el que los resultados
mejoran en términos de la temporalidad de las oscilaciones. Por el contrario, si el factor
de peso para este tiltimo moédulo se lleva mas alla de cierto nivel, las propiedades de los
trenes de oscilaciones que son compatibles con experimentos se destruyen.

5.2.5.1 CatSper+sNHE+Cay

Cuando se titula tinicamente Cay sobre el médulo CatSper, la respuesta se acelera
conservando la envolvente y el espaciamiento progresivo entre picos (Figura 4.10). Hay
que recordar que la frecuencia de oscilaciones asociada a Cay, es alta (ver caso gpx = 0, en
Figura 4.5B), por lo que se explica que la incorporaciéon de Cay incremente la cantidad de
picos. Sin embargo, la duracién de la respuesta se prolonga maés alld de lo deseable cuando
la razén de conductancias CatSper/Cay, 7, tiende a valores menores de ~3; ademas, el
sistema no retorna al nivel basal luego de las oscilaciones, sino que més bien se acerca al
segundo equilibrio estable, mencionada anteriormente (Figura 4.7), caracterizado por una
concentracion alta de [Ca®"];.

5.2.5.2 CatSper+sNHE+BK

En cuanto al canal BK, si bien su adicién resulta indispensable en el contexto de Cay, éste
muestra un papel més bien inhibitorio para los trenes de oscilaciones de calcio generados
por el canal CatSper. Este efecto se puede notar desde densidades casi insignificantes,
donde sélo es visible un aumento suave del nivel de [Ca**];. A niveles muy altos, dicho
incremento es casi sostenido y se puede asociar al estado de equilibrio superior que alberga
el ciclo limite principal proveniente del acoplamiento de BK con Cay (ver la zona biestable
en Figura 4.5A, arriba). No obstante, existe un rango muy reducido de valores en el cual
los trenes de oscilaciones no colapsan por la adicion de este canal, y se alcanza apreciar un
ligero aumento tanto del ntimero de picos como de la extensiéon de la respuesta de calcio
(Figura 4.11B).

Si se considera que la conductancia unitaria de los canales BK en invertebrados marinos
es del orden de ~70pS’, y tomando en cuenta el drea de la membrana (Tabla B.1), las
densidades de conductancia de BK permisivas para trenes de oscilaciones (Figura 4.11B)
implican un conteo de menos de 1 canal por flagelo. Por lo tanto, aunque se espera que
BK desempefie un papel clave cuando los canales Cay son los que impulsan la dindmica

Esta aseveracion se basa en un estimado de la conductancia unitaria de BK medida en células de moluscos y
crustédceos [93-95], bajo condiciones asimétricas que se acercan a los gradientes fisiol6gicos. En contraste, los
valores de conductancia de BK ampliamente reportados para la contraparte en mamiferos, rondan en >200 pS,
bajo condiciones simétricas de alto K* [96]
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del calcio, el papel de este canal, si lo hay, debe ser minimo si CatSper resulta ser el canal
predominante.

5.2.5.3 CatSper+sNHE+Cay+BK

Para este escenario, se afiadieron los dos canales manteniendo la misma proporcién entre
éstos tal como se usé en el médulo original Cay+BK. De esta forma, a un incremento del
pardmetro de ponderacion, 6, le corresponde una disminucién de la razén de conductancias
CatSper/Cay (r4), y un aumento de la densidad de BK. En comparacién con los analisis
donde se afiadieron por separado, la respuesta de calcio dependiente de CatSper se torné
menos tolerante a la adicién de Cay, pero mads tolerante a la incorporacién de BK, esto en
términos de la duracién del tren de oscilaciones. En un escenario donde esta razén es de
~10y la densidad de conductancia de BK es del 2 % del valor de referencia usado en el
moédulo Cay+BK, la frecuencia general del tren de oscilaciones aumenta dentro de rangos
compatibles con experimentos, a la vez que se mantiene una duracién razonable de la
respuesta; todo esto preservando la forma de los picos de [Ca**]; dependientes de CatSper
(Figura 4.12C). Sin embargo, la incorporacién de ambos canales en densidades maés altas,
el tren de oscilaciones se prolonga mucho més de lo observado experimentalmente (D) o
incluso colapsa (E), tal como sucede con la adicién de BK solo (Figura 4.11).

El papel de BK en las respuestas de [Ca**]; a SAP se ha inferido indirectamente por las
alteraciones del periodo de estas oscilaciones por farmacos como el acido niflimico [36,
38] y la Iberiotoxina [39], tratamientos que se contrastaron con simulaciones del modelo
discreto (Figura 3.6). Hay que recordar que en éste tltimo modelo, la estequiometria
implicada es de 1:1 para todos los canales. No obstante, de acuerdo con el escenario
continuo, si el médulo CatSper es el dominante, los trenes de oscilaciones de [Ca**]; serian
altamente sensibles a la presencia de BK, bajo los pardmetros de referencia. A pesar de esta
altima prediccidn, si uno supone que el escenario de referencia corresponde a uno de los
escenarios mixtos en vez del médulo original CatSper+sNHE (e. g. Figura 4.12B y C), es de
notar que el efecto de bloquear BK seria el de disminuir el nimero de picos de calcio, lo
que es cualitativamente congruente con el experimento de Iberiotoxina y los resultados del
modelo discreto (Figura 3.6F, Modelo III).

De acuerdo con el resultado de que BK o Cay solos pueden alterar las propiedades del
modulo CatSper, y que la adicién conjunta de éstos puede dar mejores resultados que
su adicion por separado, se infiere entonces que la estequiometria de los canales en los
espermatozoides de erizo de mar tendria que estar finamente regulada. Hay que recordar
los espermatozoides son células transcripcional y traduccionalmente inactivas, por lo que
los procesos que proveerian a los espermatozoides maduros con el ntiimero de copias de
canales dentro de rangos estrechos, estarian operando desde las células precursoras de
estos gametos.

Sobre la posible existencia de Cay y BK en el flagelo, es de interés notar que anélisis de
protedmica recientes [52] apuntan en la misma direccién que la prediccién de los escenarios
mixtos. En dichas evidencias experimentales, a partir de preparados de proteinas de
membrana de flagelos, se pudo detectar la presencia de BK (por espectrometria de masas)
y de Cays (s6lo por inmunodeteccién). El que no se haya podido recuperar péptidos
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especificos de Cay por espectrometria de masas, sugiere que si estos canales se encontraran

expresados en la membrana del flagelo, estarian debajo del limite de deteccion de la técnica.

Por ultimo, cabe mencionar que bloqueadores discutiblemente especificos de CatSper
(e.g. NNC y mibefradil) se reportaron inicialmente como bloqueadores de canales Cay tipo
T. Estos farmacos inhiben de forma parcial la respuesta del aumento de [Ca**]; inducida
por SAPs [24, 52], lo cual podria sugerir la coexistencia de un sistema de transporte de
Ca** adicional a la via de entrada de calcio pHj-dependiente.
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CONSIDERACIONES FINALES

Ideas do not have to be correct in order to be good; it’s only necessary that, if they
do fail, they do so in an interesting way.

ROBERT ROSEN, Life Itself, 1991 [97]

The job of theorists, especially in biology, is to suggest new experiments. A good
theory makes not only predictions, but surprising predictions that then turn out
to be true.

Francis Crick, What Mad Pursuit, 1988 [98]

Hay que resaltar que aprovechando las ventajas particulares que puede dar un enfoque
tedrico de dindmica discreta y uno de dindmica continua, fue posible proponer y analizar
modelos que reprodujeron observaciones experimentales y generaron predicciones compro-
bables, todo esto con una visién actualizada por evidencia reciente con respecto a un canal
de suma importancia para la fertilizacion: CatSper. Por un lado, la exploracién de hipétesis
mediante modelos discretos ofrece una plataforma de facil manejabilidad para entender,
con una aproximacién de grano grueso, la funcién que podrian tener elementos particulares
de la red de sefializacion en el contexto sistémico. Por otra parte, la modelacién continua
hizo posible caracterizar de forma mds detallada rasgos particulares de las predicciones
hechas por el modelo discreto: la contribucién relativa de dos tipos de canales de calcio,
Cay y CatSper, y el posible papel de un canal de potasio activado por calcio (BK 6 CaKC).
Lo anterior permitié tomar en consideracién las estequiometrias relativas de los canales, asi
como relacionar el tiempo de las simulaciones con el de las series de tiempo experimentales
de una forma maés directa.

Mas alla de ofrecer una plataforma para caracterizar mecanismos que supera las limita-
ciones experimentales, y contribuir a identificar los principales elementos que controlan
el sistema, los estudios cualitativos y cuantitativos realizados por medio de redes logicas
discretas y andlisis de bifurcacién de sistemas de ecuaciones diferenciales, permiten definir
lineas para futuros experimentos para evaluar predicciones tedricas, identificar propiedades
clave y priorizarlas de acuerdo con su impacto e importancia para el sistema.

Dada la falta de especificidad de bloqueadores de CatSper, como NNC y mibefradil,
los experimentos farmacolégicos existentes [24, 52] por si mismos no son suficientes para
demostrar que CatSper es el componente clave para la quimiotaxis del espermatozoide de
erizo de mar, por lo que se requiere de una confirmacién experimental alternativa. Esta
necesidad se ve acrecentada por nuestras revelaciones teéricas de que: 1) CatSper domina
en la regulaciéon de las oscilaciones de [Ca**]; desencadenadas por SAPs, y 2) los canales
Cay y BK aparentemente juegan un papel secundario en la via.
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Cabe enfatizar que la exploraciéon aqui realizada sobre cémo la respuesta de calcio
se ve afectada por las diferentes estequiometrias de canales i6nicos, da para reflexionar
sobre el posible impacto que tendrian variaciones en el ntimero de proteinas, producto de
fluctuaciones en expresion genética, sobre los fenotipos generados por otros sistemas de
sefalizacion.

Se utiliz6 el andlisis de bifurcacién de un subconjunto de las ecuaciones diferenciales
del sistema integro como una herramienta heuristica para comprender cémo la evolucién
temporal de la actividad del cGMP controla la envolvente y los intervalos entre picos de
[Ca**];. Es importante tener en cuenta que el presente andlisis implica una aproximacién
asintdtica, para valores fijos de G, vista como un pardmetro y asi proceder a cuantificar la
amplitud y el periodo de los ciclos limite estables. La corroboracién experimental de dicho
andlisis requerirfa del desarrollo de una técnica de fijacién de cGMP, de forma analoga a
los experimentos clésicos de fijacion de potencial de membrana [99]. Un ejemplo de estas
técnicas, se ha reportado para espermatozoides de ratén gracias a los avances recientes de
optogenética [100], sin embargo, actualmente queda por probarse su viabilidad en el caso
de erizo de mar.

Hay que hacer hincapié en que los modelos aqui presentados tienen la finalidad de
explicar observaciones experimentales relacionadas con el esquema de estimulacién por
SAP mas sencillo: células pegadas recibiendo una cantidad fija de ligando, debido a que
resulta mds facil de caracterizar y reproducir en el laboratorio. En condiciones que son
relevantes para la exploraciéon de gradientes quimiotécticos, el espermatozoide pasa por
un estimulo cambiante en el tiempo. A pesar de lo anterior, la calibracién aqui lograda
provee una aportacién hacia la elaboracién de modelos integrativos del fenémeno de la
quimiotaxis de espermatozoides de erizo de mar con miras a entender el acoplamiento del
movimiento flagelar con la sefal de [Ca**]; de una forma mas realista, ya que se podrian
introducir las fluctuaciones de calcio generadas por una via de sefializacién en lugar de
recurrir s6lo a una descripciéon fenomenolégica de éstas.

Por otro lado, durante el proceso de simplificacién para el modelo continuo no se consi-
deraron algunos mecanismos de retroalimentaciéon potenciales, cuya inclusion requeriria
informacién experimental adicional mds detallada: la posible accién de cAMP sobre sNHE
[31], la regulaciéon dindmica de spHCN por cAMP (en el modelo se consideré constante,
ver Sec. B.1.3), la desensibilizacién de la respuesta de cGMP por cambios en la afinidad
de receptores [75, 87] y el aumento de la actividad de PDE por pH; [88]. Estos, si bien
aparentemente no representaron un impedimento para reproducir resultados de células
pegadas, podrian ser cuestiones a explorar para mejorar el modelo en el contexto de
estimulos cambiantes de SAP.

Sobre las limitaciones de los modelos aqui presentados, vale la pena mencionar que
éstos presentan mayor congruencia con experimentos bajo esquemas de estimulacion de
SAP a concentraciones saturantes (orden de nm) (Figura B.1). Hay que recordar que un
modelo basado en ecuaciones diferenciales ordinarias es mds acorde con regimenes de altos
numeros de moléculas. Si bien el orden de la cantidad de receptores de SAP es de 10°, existe
un cuello de botella determinado por el bajo conteo de canales y moléculas de segundos
mensajeros por espermatozoide, los cuales rondan entre decenas hasta miles de cada tipo
(Tabla B.1). Dados los volimenes y concentraciones implicados en un compartimento
tan pequefio como lo es el flagelo (=1.6fL), es de esperarse que el poder predictivo se
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vea comprometido cuando se realizan simulaciones con estimulos de bajo ntimero de
moléculas de SAP (6rdenes de fM a pm), tal como sucederia en la frontera de un gradiente
de SAP. Bajo estas situaciones fisiol6gicamente mds relevantes, seria necesario echar mano
de enfoques estocdsticos tomando como punto de partida el modelo continuo propuesto.

Finalmente, no estd por demds puntualizar que los modelos aqui planteados suponen
una distribucién homogénea de todos los componentes de la red. Sin embargo, en los
altimos afios, se ha desarrollado un creciente interés dentro del campo de estudio por
abordar a detalle aspectos de la organizacién espacial de componentes fundamentales en la
sefializacion de espermatozoides de mamiferos; en dichos estudios, queda de manifiesto el
papel preponderante que juega la disposicién espacial de enzimas y canales iénicos (como
CatSper) en forma de patrones radiales bien definidos a lo largo del flagelo [101-103]. Si
bien el flagelo del espermatozoide de erizo de mar es relativamente menos complejo que
su contraparte en mamiferos, no seria de extrafiar que un principio de esta naturaleza
operara también en la sefializacién activada por SAPs, lo cual haria necesario recurrir a
formalismos multi-compartimento, extendidos espacialmente y ecuaciones diferenciales
parciales para mejorar el poder predictivo de los modelos.
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A.1 EVALUACION DE LA ROBUSTEZ DE CATSPER

Con el fin de evaluar la estabilidad de los modelos de red que incluyen al canal CatSper
(modelos II y III), se realiz6 un anélisis de robustez. El tipo de prueba de robustez que
se abord6 consistié en hacer pequefias modificaciones a la funcién reguladora del nodo
CatSper: el resultado de cada renglén de la tabla de verdad es invertido, i. e. 0 se cambia
por 1y viceversa. Esto es una prueba de estabilidad estructural. Por cada cambio en la
regla de evolucion de CatSper, se obtiene una serie de tiempo de Ca**; luego de promediar
sobre 10° condiciones iniciales. Se determiné un coeficiente de correlacién de Pearson entre
todos los pares de series de tiempo. El conjunto de escenarios a explorar consistié del tipo
silvestre (WT) y cada una de las 18 mutantes que resultan de modificar un renglén de
la funcién regulatoria a la vez. Series de tiempo altamente correlacionadas presentan un
coeficiente de correlacién cercano a 1, mientras que un comportamiento no correlacionado
conduce a valores cercanos a o. Vale la pena mencionar que para ambos casos, modelos
II y 111, la gran mayoria de los coeficientes de correlacion de Pearson estan cerca de 1,
lo que indica que ambos sistemas son robustos a la mayoria de las perturbaciones sobre
renglones individuales de la tabla regulatoria en cuestion (Figura A.1). Al analizar los casos
de baja correlacion, uno ve que corresponden a comportamientos muy poco probables e
incompatibles con las evidencias experimentales, e. g. el caso de la mutacién 2, donde uno
tendria que suponer que CatSper es capaz de pasar del estado cerrado al abierto luego de
una hiperpolarizacién (V = 0) bajo pH; basal (pH= 0)
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Figura A.1: Matrices de correlacion de las redes mutantes que resultan de perturbar la funcién
reguladora de CatSper, en el modelo II (A) y III (B). Se muestra el efecto de perturbaciones
individuales en cada una de las salidas de dicha regla reguladora. Los ejes indican el resultado
de haber modificado el valor de salida de la fila correspondiente. Cada cuadrado representa la
correlacion de Pearson entre dindmicas de nodo calcio, con extensiéon de 1000 iteraciones luego
de alcanzar el estado estacionario. Los cuadrados rojos corresponden a altas correlaciones (cerca
de 1), mientras que los amarillos son valores de baja correlacién (cerca de o). Hay que notar que
la mayoria del drea en ambas matrices estd cubierta por cuadrados rojos, lo cual da una idea de
la robustez de los resultados con respecto a pequefas desviaciones en la construccién de la tabla

regulatoria propuesta para CatSper




MODELO CONTINUO

B.1 MODELACION DE LOS COMPONENTES DE SENALIZACION Y CANALES

En la siguiente seccién, se presenta la descripcién de los componentes moleculares y
canales implicados en el proceso de transduccién de sefiales de SAP y que son relevantes
en este estudio. Para cada uno de estos componentes se reporta:

i la evidencia de su papel en la VSAS,
ii un modelo matematico para su dindmica,

iii los valores de los pardmetros de referencia y cémo se obtuvieron.

B.1.1 Receptores de SAP y gquanilato ciclasa

La cinética de unién de SAP a su receptor se ha estudiado en especies de erizos de mar
como L. pictus [104] y S. purpuratus [105], cuyos espermatozoides responden al SAP speract.
Dados los valores reportados para las constantes de velocidad de asociacion y disociacién
de speract, se hace natural la suposicién de que la formacién de los complejos ligando-
receptor es esencialmente irreversible durante una respuesta tipica de nado quimiotéctico,
alcanzando éstos un tiempo de vida promedio de varias horas. Dado que la escala de
tiempo de la respuesta de SAP es del orden de segundos, por mantener simplicidad
la tasa de disociacién se ignora. Para explicar las caracteristicas cinéticas de los datos
experimentales de cGMP [6], se propone el siguiente mecanismo:

Una vez que los receptores libres (R) se unen a las moléculas de SAP (S), atraviesan varios
estados de forma irreversible, cada una con actividad decreciente de guanilato ciclasa, las
cuales son, Ry (alto), Ry, (bajo) y Ry (inactivo). En el contexto de trabajo experimental previo,
Ry v Ry, pueden considerarse equivalentes a las formas fosforiladas y desfosforiladas de
la guanilato ciclasa, respectivamente [75, 106-108]. La activacién del receptor se modela
mediante el siguiente diagrama cinético:

+5 — KRy — K — K, 1.1
R+S- Ry 2R, 2R (B.1.1)

sujeto a las relaciones de conservacién de masa:

Ry =R+ Ry + Ry + Ry, (B.1.2a)
ST :S+9R(R+RH+RL+R1), (B.1.2b)

siendo Rt y St valores constantes que denotan las cantidades totales de receptores y SAP,
respectivamente. Las densidades de cada forma del receptor (Rt, R, Ry, Rr, R;) se dan en
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unidades de moléculas por célula, y las concentraciones de SAP (St, S) se miden en molar
(M), que se traducen a las mismas dimensiones por el factor de conversioén 6. Al comparar
el modelo con mediciones cuantitativas en poblaciones de células, se tiene que 0r = s/ Ny,
donde s es la concentracion de espermatozoides por litro y N4 es la constante de Avogadro.
La dindmica de estas formas de receptores se describe mediante las siguientes ecuaciones
diferenciales ordinarias:

as

= r10rSR, (B.1.3a)

dR

—; =~ "nSR, (B.1.3b)
d(ljf =r1SR — Ry, (B.1.3¢)
dthL :rzRH — 1"3RL. (Bl3d)

En cuanto a la activacién de las guanilato ciclasas estimuladas por SAPs, existen pequefas
diferencias a nivel molecular entre los 6érdenes taxonémicas de erizos. En los esperma-
tozoides de S. purpuratus y L. pictus, que pertenecen al orden Echinoida, los dominios
con funcién de receptor y guanilato ciclasa se encuentran en proteinas separadas pero
presuntamente acopladas estrechamente en la membrana; en este escenario, se plantea que
una vez que una molécula de SAP se une al receptor [14], éste dltimo estimula a su vez la
actividad de la guanilato ciclasa [109]. En el caso de A. punctulata, otra especie comtinmente
usada en trabajo experimental y que pertenece al orden Arbacioida, una sola proteina
tiene las funciones de receptor del ligando y de guanilato ciclasa [13, 110]. Para capturar
los puntos comunes en un solo modelo, tinicamente se tomé en cuenta el dltimo y mds
simple caso, ignorando asi cualquier posible retraso entre la unién de SAP y la activacion
de la guanilato ciclasa. Por lo tanto, el término correspondiente a la sintesis de cGMP
dependiente de SAP, pg, en la seccién 4.2.4 se define como:

pc = kuRy +kLRy, (B.1.4)

donde las constantes ky y ki, denotan las actividades de guanilato ciclasa de los receptores
SAP de alta (Rg) y baja actividad (Rp), respectivamente.

B.1.2 Canal de K* dependiente de nucledtidos ciclicos

Este es un canal de potasio (KCNG) regulado principalmente por GMP ciclico cGMP; se
distingue de otros canales de K* por ser pseudotetramérico, es decir, las 4 subunidades
que componen su estructura principal estdn codificadas en tdndem en una sola secuencia
proteinica. Si bien, cada una de estas subunidades cuenta con un dominio de unién a
nucleétidos ciclicos [16, 17], se ha demostrado que realmente s6lo uno de esos cuatro es el
responsable de abrir el canal ante la unién de una molécula de cGMP. Su regulacién dista
mucho de la mayoria de los canales controlados por nucleétidos ciclicos, ya que opera en
un rango de sensibilidad de nm y su mecanismo de compuerta carece de cooperatividad
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[16, 111]. Dado lo anterior, para este modelo se supone que la fraccién de canales abiertos,
denotados como f , aumenta con una tasa directamente proporcional a la actividad cGMP
(G) y disminuye con cinética de primer orden.

d 0
S — 140G~ ) — Brafi (B.1.1)

La expresion tanto para la fraccion de los canales abiertos en estado estacionario, f? ,
como para el tiempo caracteristico, Ty, puede derivarse de las tasas de apertura y cierre:

20 [anG G
= = , B.1.2a
o = 0G + ra ~ G+ Ki (B.1.22)

1 1

Ty = = , B.1.2b
T 0GB #kn(G + Ki) ( :
con Ky, = g—kk: La densidad de corriente idnica a través de estos canales se modela como:
kn = Sknfin (V — Ex), (B.1.3)

donde Ek es el potencial de Nernst del K* y gy, denota la conductancia efectiva de los
canales KCNG, dada por el producto de la conductancia unitaria del canal por la densidad
de canales en la membrana del flagelo.

B.1.3 Canal activado por hiperpolarizacion y modulado por nucledtidos ciclicos

El tipo de canal considerado en este modelo es la variante especifica de espermatozoides
de erizo de mar (spHCN). Este tipo de canales catiénicos tienen selectividad débil y llevar
una corriente mixta de Na* y K* con una relaciéon de permeabilidad Px/Pn. de ~ 4
a 5 y cuenta con un potencial de inversién, Ey, entre —30mV y —10mV. Dadas estas
propiedades, cuando este canal se abre bajo gradientes fisiol6gicos de Na* y K*, permitiria
una corriente entrante de sodio y por consiguiente despolariza la membrana [58, 59, 81].
A diferencia de los canales HCN tipicos, en los cuales su voltaje de activacién media es
desplazado por la concentracién de cAMP, la corriente de spHCN se inactiva en ausencia
de éste nucleétido ciclico y su nivel maximo de apertura incrementa con la concentracién
de éste ultimo [59, 112]. No obstante, para la ecuacién de la corriente iénica asociada
con este canal, en el modelo se supone que el cAMP estd siempre presente en niveles
suficientes (~50 uM, estimado de [6]) para impedir la inactivacién del canal (K;/, de cAMP
en spHCN es 0.72pm [113]); de ahi que no se haya incluido ninguna ecuacién para la
dindmica del cAMP ni se haya considerado la inactivaciéon del canal [59, 113]. Siguiendo el
esquema clasico de un modelo tipo HH, se propone que la apertura de spHCN depende de
la activacién simultdnea de tres compuertas idénticas, indicadas por my,. , de modo que
la fraccién de canales abiertos es f. = m3 . La dindmica de apertura de compuerta esta
descrita como:

dmhc . 1

i TTlc (mhc - mhc) ’ (B.1.1)
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donde la fraccién de compuertas activas en estado estacionario, 7., se modela como una
ecuacion de Boltzmann, mientras que el tiempo caracteristico, 7, se modela con una
funcién gaussiana voltaje-dependiente:

R 1
Mhe =—v7/ (B.1.2a)
T+e 2
,(L%)Z
The =h3 +hge \ 6 /| (B.1.2b)

La corriente a través de los canales spHCN, I}, estd dada por:

Ine = gnefre(V — Epe) = ghcmﬁc(v — Epc). (B.1.3)
B.1.4 Intercambiador sodio/protén electroneutral de espermatozoide

Este tipo de intercambiador es especifico de espermatozoides (sNHE) y se expresa en la
membrana de su flagelo [114]. Su actividad incrementa cuando el potencial de membrana
alcanza niveles hiperpolarizados y disminuye por despolarizacién. Cuando esta activo,
hace uso del gradiente de concentracién de Na* para expulsar protones por medio de un
mecanismo de intercambio electroneutral Na*/H* con una estequiometrfa 1:1 [115], lo cual
provoca una alcalinizacién del citosol. Si bien el sNHE no es un canal iénico, se distingue
del resto de la familia NHE por tener un dominio sensor de voltaje que es homdlogo
al de los canales voltaje-dependientes [31] (ver Figura 1.5); esto podria explicar que el
incremento de pH; sodio-dependiente observado en el espermatozoide de erizo de mar
requiera una hiperpolarizacién [57, 115-117], a pesar de que la distribucién de cargas neta
en cada evento de intercambio es neutral. Por lo tanto, se modela esta dependencia de la
activacion sobre el voltaje como un mecanismo de compuerta similar al de las ecuaciones
tipo HH. La fraccion de moléculas activas de sNHE, denotada f,, se describe como:

d a
Tr;h = ann(1 = fan) = Bonfon (B.1.1)

donde las tasas de activacion e inactivacién son a su vez funciones que dependen del
potencial de membrana:

V —
Mnh = M=, —— 2 , (B.1.2a)
e " — 1
V—n
anh = —W4T5s. (Ble)
e_ e — 1

El flujo de protones debido a la actividad de sNHE, designado [y (mols~!), se modela
como un mecanismo reversible, de equilibrio rdpido, orden de unién aleatorio, cinética
bi-bi, tal cémo se propuso en intercambiadores electroneutrales de mitocondria [118]:
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H[Na*], — 10~PH[Na*];

_ a
Jti = fonJmax H[Na*]o 4+ Kna(H 4 107PHo) + 10~ PH.[Na* ],

(B.1.3)

donde Jmax (mols~!) es la velocidad de intercambio maxima; [Na*], y [Na*]; son las
concentraciones extracelulares e intraflagelares, respectivamente; pH, es el pH extracelular;
y Kna es la constante de equilibrio de disociacién para el sodio.

B.1.5 Canales de calcio voltaje-dependientes

Existe evidencia que sugiere la participacién de los canales de Ca** voltaje-dependientes
clasicos (Cay) en la respuesta activada por SAP, i. e. los canales activados por bajo [8, 18] y
alto umbral [19]. Para este modelo sélo se incluyeron los canales tipo T, que pertenecen
a la primera clase y son conocidos por estar asociados con actividad oscilatoria de calcio
en otros tipos celulares. Como se puede observar en el siguiente diagrama, su dindmica
se modela con el esquema mads sencillo, en el cual los canales adquieren uno de tres
estados: inactivo (Cay'), cerrado (Cay®) y abierto (Cay®), y las transiciones entre éstos son
irreversibles a manera de simplificar el modelo:

i
Ca\]1 — CaVC
Yev l’gcv
CaV°

Las tasas de activacién son funciones exponenciales dependientes de voltaje similares a
las de los modelos tipo HH:

V—
Uy =015 2 , (B.1.1a)
e s —1
V—-vo
Bov =—0s—F—— >, (B.1.1b)
e % —1
V—-v
Yov = =07 5 . (B.1.10)
e v —1

Cada velocidad de transicion estd definida para que sea favorecida dentro de diferentes
rangos de voltaje: la recuperacion de la inactivacion (de Cay' a Cay®) se ve favorecida por
la hiperpolarizacién, la inactivacién (de Cay® a Cay') tiene lugar bajo despolarizacién y
la apertura de canales cerrados (Cay* a Cay®) se ve favorecida por potenciales que caen
dentro de un rango maés estrecho entre los dos primeros rangos.

Denotando la fraccién de canales abiertos, cerrados e inactivos como f%, fS, v fi.,

respectivamente, se tienen dos ecuaciones diferenciales para la cinética de los primeros
dos estados, mientras que la dltima se calcula a partir de la ecuaciéon de conservacién

fo+f&+ 15 =1
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d 0
S — ey~ reufin (B.1.20)
d C
S — 0= f S Beofi (B1.2b)

Después de resolver las ecuaciones para el equilibrio, se obtiene:

Kev ﬁcv

ﬁcv')’cv + ‘XCV,BCV + Yev&ev
1 (B.1.3a)

:1+%V(i+§)'

DéCV

f& =
cv T

La densidad de corriente iénica a través de estos canales se modela como:

ey = gCVng(V - ECa)- (B.1.4)
B.1.6 Canales CatSper

El genoma de erizo de mar contiene el conjunto de genes necesario para la expresiéon de
las cuatro subunidades centrales y tres auxiliares que constituyen el complejo CatSper [22].
Ademas, la expresion de estas subunidades se ha demostrado en flagelos de espermato-
zoides de las especies de erizo de mar A. punctulata [24] y S.purpuratus [52]. Con el fin de
modelar la apertura de CatSper, se consideraron tres mecanismos reguladores reportados
en la literatura en espermatozoides de ratén, de humano y de erizo de mar [24, 25, 119,
120]:

i apertura por despolarizacion
ii modulacién de la sensibilidad al voltaje por pH;
iii inactivacién por calcio intracelular

Estas formas de regulacion se modelaron mediante dos variables de compuerta in-
dependientes, ms y hes, que representan respectivamente la fraccién de canales con su
compuerta modulada por voltaje y pH; abierta, y la fraccién de canales con su compuerta
Ca*"-dependiente sin inactivar por el calcio. De esta forma, la fraccién de canales CatSper
abiertos, f,, capaces de conducir corriente Ca**, estd dado por el producto de estas dos
variables de compuerta:

fgs = Meshes, (B.1.1)

cuya dindmica se describe mediante las siguientes ecuaciones diferenciales:
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letcs = (1 —mes) — BuMes, (B.1.2a)
d;l;:s :(Xh(l — hcs) — ,thcs‘ (B.1.2b)

Las velocidades de apertura y cierre de la compuerta dependiente de voltaje y pH; se
describieron con las siguientes funciones simétricas:

ves—V

&y =S8 2, (B.1.3a)
ves—V

Bm =s1e *2 (B.1.3b)

tal que la curva de apertura de compuerta en el equilibrio es una funcién de Boltzmann
dependiente de voltaje:

. Xy 1
Mes = = sV
am + ,Bm 1+ e”“iz

(B.1.4)

La modulacién por pH; se incluye de tal forma que el voltaje de activaciéon media, v,
sea a su vez una funcién dependiente de la concentracién de protones H:

sy

—logy H)* + 57
con el fin de producir un desplazamiento de la curva de activacién hacia potenciales de
membrana més negativos tras la alcalinizacién del citosol, tal como se ha observado en [24,
25, 119]. Vale la pena mencionar que la identidad global entre las subunidades CatSper
de erizo de mar y sus homoélogas en mamifero es pequefia (25-35 %) [24], y més adn la
secuencia del dominio sensor de voltaje (ubicado en la regiéon transmembranal S4) en erizo
de mar [24] contiene mds residuos cargados positivamente en las subunidades CatSper 3 y
4 en comparacién con sus respectivos homoélogo en mamiferos [30], lo cual sugiere que la
apertura de este canal podria tener una mayor dependencia de voltaje.

Se propone que la segunda compuerta, inactivada por [Ca**];, cambia entre estados
abierto y cerrado con las siguientes velocidades:

Ves = 53( + S, (B.1.5)

ay, =s10(88/57)%, (B.1.6a)
Brn =s10(C/s7)%, (B.1.6b)

cuyas formas de funcién fueron elegidas de modo que al resolver la fracciéon de compuerta
abierta en el equilibrio, ks, se obtenga una funcién de Hill

A oy, sg%
he = = . B.1.
S+ By sy +C (B.1.7)

La densidad de corriente idnica a través de CatSper se modela como:

Ies = 8esf%(V — Eca). (B.1.8)
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B.1.7 Canales de potasio de alta conductancia

Estos canales, también conocidos como BK, se activan por [Ca**];, y se ha considerado
su participaciéon en la VSAS por experimentos de bloqueo farmacolégico (AN [8, 36] e
Iberiotoxina [39]); ademas, se han incluido en modelos discretos [39]. Para su dindmica
se plantea la existencia de dos estados, abierto o cerrado, donde la fraccién de canales
abiertos, denotada por fy, se describe por la siguiente ecuacion diferencial:

d 0
ok a1~ £ — B (B.1)

con la tasa de cierre constante By, constante y la tasa de apertura es la siguiente funcién
dependiente de Ca,,:

b, —C
Apk — blbjT' (B.1.2)
el —1
La densidad de corriente iénica a través de estos canales se expresa como:
Iok = ok for(V — Ex)- (B.1.3)

B.2 COMPENDIO DE ECUACIONES

La modelacién para cada uno de los médulos esquematizados en la Figura 4.1 se resume
en los siguientes sistemas de ecuaciones diferenciales:

B.2.1 Moddulo disparador

l;f = —116rSR, (B.2.1)
‘f;: =—rSR, (B.2.2)
dZH =r1SR — Ry, (B.2.3)
d{iL =Ry — 3Ry, (B.2.4)
”;f —06 — 66G + 06 (kR + kiRy1), (B2.5)
dglgn =ainG(1 = fitn) — Brnfins (B.2.6)
di:; : :Tlhc (e — M), (B.2.7)
Lin =8knfien(V — Ex), (B.2.8)

Ihe =gheMi(V — Epe). (B.2.9)
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B.2.2 Moddulo Cay+BK

d OV C 0
5 =Pofe —rerfen (B.2.1)
d CCV C 0 C
dt :aCV(l - fcv - fcv) - :BCVfcvl (B-Z-Z)
d 0
ok (1 £50) — o (B23)
Icv :gcvfgv(v - ECa)/ (324)
Ik =8bk fi(V — Ex). (B.2.5)
B.2.3 Moddulo CatSper+sNHE
chs = (1 —mes) — BuMes, (B.2.1)
dhs
dt :D‘h(l - hCS) - ,thCS/ (B.2.2)
d a
dirtlh =ann(1 = fan) — Banfans (B.2.3)
dH Ju
3 —UH opH B (B.2.4)
Ies =8csfo(V — Eca). (B.2.5)

B.2.4 Ecuaciones de acoplamiento de médulos

av 1

TR <[L + ;h) , (B.2.1)
dcC Sf

E =0c — 5CC — Z’UfFJZ,I]/ (B.Z.Z)

I =g1 (V —Ep (1 + Zggzﬁ-a)) , (B.2.3)

coni € {kn, he, cv, bk, cs}, y j € {cv,cs}; de estos tltimos conjuntos, se elige el subconjun-
to de corrientes correspondiente segtin el escenario a explorarse.
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B.3 VARIABLES, FUNCIONES INTERMEDIAS Y VALORES DE PARAMETROS

En la tabla B.1 se concentra de forma sistemética toda la informacién concerniente a las
cantidades utilizadas en el modelo. Dependiendo de la naturaleza de cada una de éstas, la
cuarta columna puede especificar un valor numérico si es un parametro, o la indicaciéon de
si se trata de una variable 6 una funcién. La tdltima columna podré contener, segtn sea el

caso:

El nimero de referencia bibliografica si se utilizaron los valores tal como estdn
reportados en la literatura.

La letra A si se trata de un parametro ajustado con funciones del software especificado
en la seccién 4.2.2, asi como el ntimero de referencia bibliografica de donde fueron
extraidos los datos experimentales para el ajuste.

Las letras E si es un pardmetro que fue estimado dentro de rangos fisiolégicamente
razonables, siguiendo criterios como la generacién de oscilaciones de calcio cuya am-
plitud y duracién fueran compatibles con lo observado experimentalmente; de igual
forma, se reporta el nimero de referencia bibliografica si se usaron observaciones
experimentales como guia.

La letra D si se trata de un pardmetro derivado mediante una ecuacién, acompafiado
de la referencia a la seccién donde se explica su derivacion.

Una referencia a una ecuacion cuando sea una variable o una funcién.



Tabla B.1: Variables, funciones intermedias y valores de pardmetros. A=pardmetro ajustado a datos, E=pardmetro estimados manualmente,
D=pardmetro derivado

Simbolo Descripcién Unidades Valor de Referencias

referencia

Moédulo disparador: Receptores de SAP y sefial de cGMP

SAP y su receptor

S Concentracién extracelular de SAP nm Variable ec. B.1.3
R Ntmero de receptores libres por flagelo Variable ec. B.1.3
Ry Ntumero de receptores con alta actividad por flagelo Variable ec. B.1.3
Ry Ntmero de receptores con baja actividad por flagelo Variable ec. B.1.3
Rt Ntmero total de receptores por flagelo 7.36 x 10° A [6] Fig.B.1
Or Factor de conversién, nimero de receptores a concentracién nM 6.14 x 107> D (sec.4.2.1.2)
S Ntmero de células por volumen en la cdmara de medicién mL~! 3.70 x 107 A [6] Fig.B.1
1 Constante de velocidad de asociacién SAP-receptor nm !s! 2.70 x 1072 [105]

> Constante de velocidad de conversion Ry a R, g1 8.70 A [6] Fig.B.1
& Constante de inactivacion de Rj, s1 5.70 x 1072 A [6] Fig.B.1

cGMP

G Concentracion intraflagelar de cGMP nMm Variable ec. 4.2.4
Gy Concentracién en reposo nM 1.25 A [6]

G Tasa de sintesis independiente de receptores nms ! 23.65 A [6] Fig.B.1
e Constante de degradacion s! 18.92 A [6] Fig.B.1
oG Tasa de sintesis dependiente de receptores s1 Funcién ec. B.ig
kr Constante de velocidad de sintesis por R, s 1 3.25 A [6] Fig.B.1
ky Constante de velocidad de sintesis por Ry s 1 40.20 A [6] Fig.B.1
Bg Capacidad de amortiguamiento de cGMP 5.49 x 10° A [18]

Contintia en la siguiente pagina
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Tabla B.1 — viene de la pdgina anterior

Simbolo Descripcién Unidades Valor d? Referencias
referencia
0c Factor para Cjonvertir‘nﬁr.nero de moléculas . 1.89 x 10-4 Doz
a concentracion efectiva intraflagelar
Canales KCNG
n Fraccién de canales abiertos Variable ec. B.1.1
Nkn Constante de velocidad de apertura nm g1 10 A [18]
Bxn Constante de velocidad de cierre s! 257 [16]
Skn Densidad de conductancia pSpum 2 135.30 A? [18]
Ikn Densidad de corriente fApm—2 Funcién ec. B.1.3
Canales spHCN

Mhe Fraccién de compuertas abiertas Variable ec. B.1.1
fe Fraccién de canales abiertos Funcién my
Tilhe Fracciéon de canales abiertos en estado estacionario Funcién ec. B.1.2
The Tiempo caracteristico de apertura S Funcién ec. B.1.2
hq Voltaje de activaciéon media mV —50.80 [59, 82]
hy Sensibilidad de activacion mV 6.60 [59, 82]
h3 Valor basal del tiempo caracteristico T S 918x1072 A [59] Fig.B.2
hy Amplitud del tiempo caracteristico Ty 1.10 A [59],Fig.B.2
hs Voltaje donde es maximo T, mV —42 A [59] Fig.B.2
he Ancho caracteristico de T, mV 18.50 A [59] Fig.B.2
She Densidad de conductancia pS pm—2 193.50 AP [18]
Ine Densidad de corriente fAm=—2 Funcién ec. B.13

Continta en la siguiente pagina

a Tomando en cuenta la superficie de membrana del flagelo sy, y la conductancia unitaria de 110 pS [17], esto implicaria ~37 canales por flagelo
b Tomando en cuenta la superficie de membrana del flagelo s¢, y la conductancia unitaria (43 pS [81]), esto implicaria ~135 canales por flagelo
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Tabla B.1 — viene de la pdgina anterior

Simbolo Descripcién Unidades Valor d? Referencias
referencia
Moédulo Cay + BK
Parametros de equilibrio para V'y C
S Densidad de conductancia de fuga pSpum—2 1.94 A [18]¢
Er Potencial de inversién de la corriente de fuga mV 80.05 D (ec.4.2.3)
e Velocidad de flujo basal de Ca**, independiente de Cay nms ! 1.14 x 108 D (sec. 4.2.4)
e Constante de extrusion de Ca?* s! 1.16 x 10° E
Canales Cay

1 Fraccién de canales abiertos Variable ec. B.1.2
f& Fraccion de canales cerrados Variable ec. B.1.2
Koy Velocidad de recuperaciéon de la inactivacion s 1 Funcién ec. B.1.1
Bev Velocidad de apertura s 1 Funcién ec. B.1.1
Yev Velocidad de inactivacion s1 Funcién ec. B.1.1
(] Constante de velocidad de recuperacién de la inactivacion ~ mV~!s™! 10.10 E
(%) Voltaje de inflexién de recuperacion de la inactivacion mV —55 E
U3 Sensibilidad de recuperacion de la inactivacién al voltaje mV 1.42 E
(2 Constante de velocidad de la apertura mV-1s! 33.80 E
U5 Voltaje de inflexion de la apertura mV -39 E
(23 Sensibilidad de apertura al voltaje mV 2.10 E
Uy Constante de velocidad de la inactivacion mV-1s1 8.10 E
Ug Voltaje de inflexién de la inactivacién mV —18 E
(2 Sensibilidad de la inactivacion al voltaje mV 7.50 E

Continta en la siguiente pagina

¢ Ajustado en el médulo disparador
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Tabla B.1 — viene de la pdgina anterior

Simbolo Descripcién Unidades Valor d? Referencias
referencia
Sev Densidad de conductancia pSpum~2  185.16 Ed
Iy Densidad de corriente fA pm—?2 Funcion ec. B.14
Canales BK
ik Fraccién de canales abiertos Variable ec. B.1.1
Xpk Velocidad de apertura s1 Funciéon ec. B.1.2
Bok Constante de velocidad de cierre s! 97 E
b Constante de velocidad de apertura nm ls! 0.97 E
by [Ca?*]; de inflexion de aypy nMm 316 E
b3 Sensibilidad de [Ca?*]; de apy nMm 30 E
bk Densidad de conductancia pSpum~—2  214.50 E€
Ik Densidad de corriente fApm—2 Funcion ec. B.1.3
Moédulo CatSper + sSNHE
Parametros de equilibrio para V 'y C
qL Densidad de conductancia de fuga pSum—2 9 Ef
Er Potencial de inversién de la corriente de fuga mV —20.40 D (ec. 4.2.3)
oc Velocidad de flujo basal de Ca**, independiente de CatSper nms ! 3.72 x 107 D (sec. 4.2.4)
e Constante de extrusion de Ca?* s! 427 x 10° E
Intercambiadores sNHE
o Fraccién de intercambiadores activos Variable ec. B.1.1

Contintda en la siguiente pagina

d Tomando en cuenta la superficie de membrana del flagelo sy, y la conductancia unitaria (4.70 pS [121]), esto implicaria ~1182 canales por flagelo
e Tomando en cuenta la superficie de membrana del flagelo s¢, y la conductancia unitaria (70 pS [95]), esto implicaria ~92 canales por flagelo
f Ajustado en el médulo completo CatSper+sNHE para conservar la caida del potencial temprano, y permitir que al término de las oscilaciones se retorne a niveles

cercanos al basal
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Tabla B.1 — viene de la pdgina anterior

Simbolo Descripcién Unidades Valor d? Referencias
referencia
Xnh Velocidad de activacién s ! Funcién ec. B.1.2
Bnh Velocidad de inactivacién s 1 Funcion ec. B.1.2
n1 Constante de velocidad de activacion mV-1g1 1.51 E
1y Voltaje de inflexién de activacion mV —65 E
n3 Sensibilidad de activacién a voltaje mV 7 E
n Constante de velocidad de inactivacién mV-1s! 0.90 E
N5 Voltaje de inflexién de inactivacién mV —30 E
ng Sensibilidad de inactivacién a voltaje mV 7 E
Jmax Velocidad de intercambio méxima fmols~! 3 x1077 E
KNa Constante de disociaciéon de Na* mMm 25 E [57]8
Canales CatSper
13 Fraccién de canales abiertos Funcién ec. B.1.1
e Fraccién de ce‘anales con compuertas voltaje- Variable cc. Bisa
y pH-dependiente abiertas
i 4 2+ _ ;
hee F.rac‘aon'de canales con la compuerta Ca**-dependiente Variable cc. B
sin mactivar
Ve Vol‘ta]e‘cfiependlente de pH que lleva al 50 % de mV Funcién ec. B.1.5
activacion de m¢ en el equilibrio
$1 Constante de velocidad de apertura de s 1 270 E
52 Sensibilidad de compuerta al voltaje mV 10 E [24, 30] Fig.B.3
S3 Amplitud de la respuesta de v.s a pH; mV 79.70 A [25],Fig.B.3
Sy pH; de activacion media de v 7.20 E [25],Fig.B.3
S5 Coeficiente de Hill de v 35.52 A [25]

g Basado en la figura 1 de [57]

Continta en la siguiente pagina
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Tabla B.1 — viene de la pdgina anterior

Simbolo Descripcién Unidades Valor d? Referencias
referencia
S Valor basal de v, independiente de pH; mV —41 E Fig.B.3
Sy Factor de escalamiento nMm 1 E
Sg [Ca**]; que lleva a una inactivacién de i en un 50 % nMm 700 E
S9 Coeficiente de Hill de la curva de inactivacién por Ca** 2.50 E
510 Constante de velocidad de inactivacién por Ca** nm ls! 1.40 x 10 E
Qes Densidad de conductancia a calcio pS pm—2 39.90 Eh [25]
Ies Densidad de corriente fApm—2 Funcién ec. B.1.8
Variables y parametros comunes
%4 Potencial de membrana mV Variable ec. 4.2.1
En Potencial de membrana en reposo mV —40 [18, 32, 76, 78]
Cm Capacitancia especifica de la membrana del flagelo pFum 2 1 x1072 [122]
Uf Volume intraflagelar fL. 1.60 [16]
St Area de la membrana del flagelo pm? 30 Di
[K*]o Concentracion extracelular de potasio mm 9 [123]F
[K*]; Concentracion intraflagelar de potasio en reposo mm 219 [115]
[Na*], Concentracién extracelular de sodio mm 423 [123]F
[Na*];  Concentracion intraflagelar de sodio en reposo mm 20 [56]
pH,  pH extracelular 8 [123]¢
pH: pH intracelular en reposo 7.10 [56]
[Ca?"], Concentracion extracelular de calcio mMm 10 [123]¥

Contintda en la siguiente pagina

h Tomando en cuenta la superficie de membrana del flagelo sf, y suponiendo que la conductancia unitaria a Ca** sea de 1pS, esto implicaria ~1200 canales por
flagelo

i Valor convencional para la mayoria de membranas citoplasmaticas eucariotas

j Modelando el flagelo como un cilindro de longitud 40 um y un didmetro de base 240 nm, viene como la superficie lateral de éste

k Concentracién tipica en agua de mar artificial utilizada para experimentos de embriologia de organismos marinos
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Tabla B.1 — viene de la pdgina anterior

Simbolo Descripcién Unidades Valor d? Referencias
referencia

C, Concentracion intraflagelar de calcio en reposo nMm 100 [8, 56]
C Concentracion intraflagelar de calcio nM Variable ec. 4.2.6
H Concentracion intraflagelar de protones M Variable €ec. 4.2.5
OH Velocidad de flujo basal de H*, independiente de SsNHE Ms ! 1.50 x 107 D (sec.4.2.4)
o Constante de extrusién o consumo de H* s ! 1.28 D (ec.4.2.5)
Ex Potencial de equilibrio de K* mV —80 D!
Enhe Potencial de inversion de I, mV —18 [58, 59, 81]
Eca Potencial de equilibrio de Ca** mV 144 D™

1 Calculado con la ecuacién de Nernst, E = %ln

[X]o

X]; con temperatura T=17 °C

m Calculado con la ecuacién de Nernst con temperatura T=17 °C, y usando como concentracién interior el pardmetro C,

‘SATAVINVA €g
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Figura B.1: Cinética de la concentracién intracelular de cGMP medida en poblaciones de es-
permatozoides en solucién, estimulados con diferentes concentraciones de SAP. Se muestra en
escala log-log, datos provenientes de diferentes estimulos iniciales de SAP (extraidos de [6]); para
diferenciarlos tienen asignados un tipo de simbolo particular, y en la leyenda de la figura se
muestran los valores de SAP en nm. Las lineas punteadas corresponden a simulaciones de célula
Unica resultantes de ajustar los componentes del médulo disparador (S, Ry, Ry, G), las cuales
fueron re-escaladas de acuerdo con la Seccién 4.2.1.2
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Figura B.2: Calibracién de los pardmetros de compuerta de spHCN. En el panel superior se
muestran trazos experimentales de corrientes i6nicas medidas en esquema de célula completa, en
células HEK expresando heterélogamente spHCN, cargadas con andlogo de cAMP desenjaulable
por luz UV. La familia de corrientes se gener6 por diferentes pulsos de voltaje, indicados al final
del trazo. Datos extraidos de la figura 4a de [59] (lineas grises). Se hizo un ajuste de una funcién
exponencial a cada trazo (lineas discontinuas negras), con el fin de estimar el tiempo caracteristico
de activacién (7). Tomando como entrada la serie de tiempos caracteristicos obtenidos, en el panel
inferior se muestra el ajuste resultante de éstos a una funcién Gaussiana, forma propuesta para el
tiempo caracteristico voltaje-dependiente de spHCN (Sec.B.1.3)
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Figura B.3: Calibracién de la compuerta pH- y voltaje-dependiente de CatSper. En A y B se
muestran datos experimentales de espermatozoide de ratén (circulos), junto con ajustes (lineas)
relacionados con la variable de compuerta dependiente de voltaje y pH; en el equilibrio, . Las
lineas discontinuas corresponden al caso de ratén, mientras que las continuas, a erizo de mar.
Partiendo de los pardmetros obtenidos con los datos de ratén, éstos se adaptaron al contexto
de la vsAs buscando que la sensibilidad de CatSper al pH; estuviera dentro de los rangos de
variacién reportados para la respuesta fisiolégica del pH; en espermatozoides de erizo de mar
(zona marcada en gris). Los datos experimentales de A corresponden a la amplitud de corriente
de iones divalentes (Ba** simétrico) producidas al llevar el voltaje de mantenimiento de 0mV a
—100mV, bajo diferentes pHj, y medidas por patch-clamp de célula completa en espermatozoides
de ratén (datos extraidos de la figura 4c de [25]). Las lineas discontinuas de los paneles A y B,
corresponden al ajuste simultdneo de las ecuaciones B.1.8 y B.1.5 con los dos conjuntos de datos. C
y D corresponden a las curvas G/V (conductancia/voltaje) de los casos de ratén y erizo de mar,
respectivamente, usando la ecuacién B.1.4. En C, se usaron los parametros reportados en [25]).
En D, se indica él potencial de membrana en reposo con una linea discontinua gris a manera de
referencia. Como una propuesta inicial, el pardmetro de sensibilidad a voltaje, s, se disminuy6
en comparacioén con el reportado para ratén por un factor de 3 veces, a fin de reflejar el hecho de
que el dominio sensor de voltaje S4 en CatSper de erizo de mar tiene mds cargas positivas que el
homoélogo de ratén y humano, probablemente haciendo la compuerta més sensible a los cambios
de voltaje. Este tltimo pardmetro no se ha estimado en erizo de mar, pues atin no existen medidas
de patch-clamp reportadas



B5 SIMULACION DE UN PULSO DESPOLARIZANTE ANTECEDIDO POR UN PULSO HIPERPOLARIZANTE

B.5 SIMULACION DE UN PULSO DESPOLARIZANTE ANTECEDIDO POR UN PULSO

HIPERPOLARIZANTE

1 0|0 0

[Ca*], C (nM)
5(IJO

0
i

50 100

V (mV)
0

-100
)
=
g
o
@
°

s 2 ) 5

[Ca*], C (nM)

V (mV)

500 1000

50 100 0

0

-100
1 1

i C
0 P) ) 6 8 10
V
_1: E pulso
~ hip/dep
0 2 4 6 8 10

Tiempo (s)

Figura B.4: Simulacién de un pulso hiperpolarizante seguido de un pulso despolarizante. En
ausencia de SAP, y partiendo del estado de reposo, se simula en el tiempo t=o0, un pulso de
voltaje hiperpolarizante seguido inmediatamente de un pulso despolarizante, con una duracién
de 0.25s, cada uno. Las dindmicas de voltaje durante el estimulo exégeno estan indicadas con
lineas discontinuas. En los paneles A y B, se muestran los escenarios Cay+BK y CatSper+sNHE,
respectivamente. De arriba a abajo, las figuras corresponden a las dindmicas de C junto con G

re-escalada, y el potencial de membrana junto con pH;.
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