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R E S U M E N

La fertilización es uno de los eventos más importantes para las especies que se reprodu-
cen sexualmente. Organismos con fertilización externa, tales como los erizos de mar, son
excelentes modelos para el estudio de la reproducción. En estas especies, el movimiento
del espermatozoide es controlado por una vía de señalización que se dispara por pépti-
dos liberados del recubrimiento gelatinoso del huevo, conocidos como Sperm Activating
Peptides (SAPs). La estimulación por SAP desencadena varios eventos electrofisiológicos
y bioquímicos interrelacionados dentro del flagelo del espermatozoide de erizo de mar:
aumento en la concentración de nucleótidos cíclicos (i. e. cGMP, cAMP) y del pH intrace-
lular (pHi), así como cambios en el potencial de membrana causados por flujos iónicos
regulados de K+, Na+ y Ca2+. Estos eventos culminan en la generación de fluctuaciones
en la concentración de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i), cuya dinámica controla el grado de
simetría del batido flagelar, y éste a su vez dirige al espermatozoide. La composición y
regulación de esta vía aún no se entiende por completo, principalmente debido a que las
proteínas transportadoras, que controlan los flujos iónicos, sólo se han podido caracterizar
in vivo mediante fármacos cuya especificidad no está 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 Ca2+ con dependencias funcionales únicas que
lo separan de los canales clásicos dependientes de voltaje (CaV)), todavía no está claro
cuánto contribuye éste y si otros canales de calcio también participan en esta vía.

Aquí, con base en un modelo de red lógica respaldado experimentalmente, se sugiere
que CatSper es fundamental en la Vía de Señalización Activada por SAPs (VSAS), mientras
que otros canales de Ca2+ aún podrían ser relevantes. Mediante cálculos en redes knock-out
in silico, se argumenta que CatSper es el principal generador de oscilaciones de calcio en la
vía y que otros canales de calcio, si están presentes, juegan papel auxiliar.

Con el fin de llevar el análisis a un nivel más cuantitativo en tiempo real y explorar las
estequiometrías plausibles entre los canales sugeridos, se propuso de forma independiente
un modelo de ecuaciones diferenciales, basado en formalismos de cinética enzimática y
de Hodgkin & Huxley. Para calibrar y caracterizar el sistema, éste se dividió en: 1) un
módulo disparador que liga la actividad de SAP con el cGMP y la respuesta temprana
del potencial de membrana (V); 2) dos módulos alternativos que presentan uno de los
canales de Ca2+ mencionados. Estas dos partes se enlazan mediante la variable V. Los
módulos alternativos explican por separado las características típicas de la envolvente y
el espaciamiento progresivo de los picos de [Ca2+]i: en el primero, la respuesta de [Ca2+]i

depende de la acción concertada de canales tipo CaV y canales de K+ Ca2+-dependientes,
BK; mientras que el segundo requiere del canal CatSper. Luego de resultados obtenidos
tanto de variaciones controladas in silico en cGMP, pHi y V, así como de la exploración de
escenarios mixtos, se predice que dinámicas de [Ca2+]i razonables se obtienen sólo con
escenarios donde la aportación de CatSper al flujo total de calcio supera a la de CaV, dentro
de ciertos límites. Los enfoques adoptados aquí permiten proponer mecanismos, que de
otra forma serían difíciles de caracterizar sólo por procedimientos experimentales.
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1
I N T R O D U C C I Ó N

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.

Marah J. Hardt, Sex in the sea, 2016 [1]

1.1 Marco teórico

1.1.1 Descripción del fenómeno biológico

La fertilización es un evento primordial para las especies con reproducción sexual, el
cual requiere del encuentro exitoso entre un gameto masculino (espermatozoide) con un
gameto femenino (óvulo). El espermatozoide es una de las pocas células que abandona el
cuerpo de un organismo para ejercer una sola función fuera de éste1: depositar su material
genético en el óvulo 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 bioquímicos finamente regulados: 1) la
maduración y adquisición de la motilidad, 2) el nado mediado por señales del medio para
encontrar al óvulo, y 3) la fusión con éste último.

La investigación sobre la fertilización ha sido intensiva en erizos de mar desde hace
más de dos siglos, ya que ofrece ventajas en el laboratorio que lo han situado como un
excelente modelo de estudio en la biología del desarrollo. Entre estas ventajas se puede
mencionar que, al ser un organismo de fertilización 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 prácticos, además de que se pueden
obtener grandes cantidades de éstos por cada individuo. En una sola emisión, una hembra
puede liberar del orden de 106 óvulos, mientras que un macho puede eyacular cerca de
1011 espermatozoides, una cantidad equivalente a lo que producirían mil hombres.

En invertebrados marinos con fertilización 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
dilución de los gametos, pueden representar una desventaja para el encuentro entre éstos;

1 Esto es cierto en organismos con fertilización interna. En el caso de la fertilización externa, el óvulo también es
expulsado y el encuentro entre gametos sucede en el medio externo

3



4 Introducción

además, 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 obstáculos aparentes, a lo largo de la evolución surgió una adaptación
como estrategia para favorecer la probabilidad de encuentro más allá de lo esperado por
simple azar.

Giro

Progresivo

Huevo

Figura 1.1: Respuesta sensoriomotriz en el espermatozoide de erizo de mar para localizar un
huevo conespecífico. La capa gelatinosa que recubre al huevo contiene péptidos pequeños conocidos
como Sperm Activating Peptides (SAPs), los cuales se desprenden y difunden formando un gradiente
de concentración alrededor de dicha célula. La señal dada por el patrón espacial de SAP es
interpretada por los espermatozoides para guiar su nado más fácilmente hacia el huevo. En
ausencia del quimioatrayente, los espermatozoides describen una trayectoria circular con un radio
más 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 patrón de movimiento que se caracteriza por giros pronunciados (marcados en
naranja), causados por una marcada curvatura asimétrica del flagelo, intercalados por episodios de
nado más progresivo (marcados en amarillo), provocados por un batido flagelar más simétrico, el
cual genera trayectorias con un radio de curvatura mayor que en el nado basal. La temporalidad
coordinada de este patrón de movimiento con respecto a la posición espacial del espermatozoide
dentro del gradiente, llevará al eventual encuentro entre gametos. Modificado de [2].

Una vez que la motilidad se activa en el medio externo, el espermatozoide responde a
señales moleculares del huevo, las cuales forman un gradiente de concentración al rededor
de éste último y guían el nado del primero. Este tipo de movimiento dirigido se conoce
como quimiotaxis. En el caso del erizo de mar, la membrana del huevo está 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 aminoácidos 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 más estudiadas en el laboratorio, Strongylocentrotus purpuratus
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y Lytechinus pictus, los espermatozoides sólo responden al SAP speract [5], un decapéptido;
mientras que en Arbacia punctulata (la primera especie de erizo de mar donde se describió
la quimiotaxis), el quimioatrayente es resact, un tetradecapéptido [6]. El patrón de nado
estereotípico 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 más aún, la duración de los modos de nado descritos es de apenas unas
cuantas décimas de segundo. La localización del huevo por parte de los espermatozoides
dependerá de la correcta coordinación entre este patrón de movimiento y el estímulo
periódico de SAP [5, 7].

Figura 1.2: Regulación 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 está en la parte inferior izquierda (fondo gris). Cuando
el espermatozoide se desplaza con dirección hacia la mayor concentración, la activación de los
receptores de SAP de su flagelo va incrementando, lo cual predispone a que el flagelo experimente
un aumento transitorio de la concentración de calcio interna [Ca2+]i luego de que la trayectoria del
espermatozoide comienza a ir en contra del gradiente. Los niveles de calcio intraflagelar durante
la trayectoria quimiotáctica se indican con un código de colores que va de negro (concentración
baja) a rojo (concentración alta); en la parte superior se dibuja un trazo temporal correspondiente.
De la misma forma como en la Figura 1.1, se señala las coincidencias de giros pronunciados con
un batido flagelar asimétrico, y de episodios de nado más progresivo con un flagelo que se dobla
más simétricamente. Es de notar que los giros tienen lugar al comienzo del aumento del [Ca2+]i,
mientras que los episodios de nado progresivo ocurren cuando los niveles de calcio van en descenso
desde los picos de concentración alcanzados. De esta forma, se establece una secuencia de giros
quimiotácticos que viene dada por la transducción de un estímulo extracelular de SAP en una señal
interna de calcio.

Cuando el espermatozoide es estimulado por SAP, una señal de calcio se desencadena al
interior del flagelo, la cual consiste de trenes de oscilaciones en la concentración de dicho
catión [8, 9]. Estas fluctuaciones de [Ca2+]i se correlacionan con cambios en el comporta-
miento de natación del espermatozoide. Cuando los flagelos detectan aumentos en la tasa
de influjo de Ca2+, su batido se vuelve asimétrico y el espermatozoide experimenta giros
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pronunciados, mientras que la extrusión de calcio produce un batido flagelar más simétrico
y por consecuencia una trayectoria más progresiva [5, 10, 11]. Por lo anterior, resultan
fundamental que estas elevaciones transitorias de calcio sucedan con una temporalidad
adecuada con respecto de la dinámica del estímulo que va enfrentando el espermatozoide
a lo largo de la exploración del gradiente. De esta forma, la transducción de la señal de
SAP en un tren de oscilaciones de [Ca2+]i constituye un mecanismo mediante el cual un
patrón espacial, dado por el gradiente del quimioatrayente, es interpretado y codificado
internamente por el espermatozoide mediante un patrón temporal, a través de la señal de
calcio (Figura 1.2).

Vale la pena mencionar que, si bien los trenes de oscilaciones de [Ca2+]i son típicos de
trayectorias quimiotácticas, éstos no están condicionados a la existencia de un estímulo
periódico como sucede durante la exploración de un gradiente de SAP. De hecho, se ha
observado que en células fijadas sobre una superficie, y estimuladas con una concentración
homogénea de SAP, también se produce una serie de picos de calcio con una organización
temporal típica, caracterizada por una disminución 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 desempeña una función
esencial en el nado del espermatozoide cuando se acopla con un estímulo periódico.

1.1.2 Vía de señalización activada por SAPs

Los espermatozoides son células altamente especializadas, y a diferencia de la mayoría
de tipos celulares, las maquinarias de transcripción y traducción se encuentran inactivas
o prácticamente inexistentes en ellos; es por esto que, para efectos de la escala temporal
en que suceden sus funciones básicas, el número de componentes proteínicos que lo
conforman pueden considerarse estables en el tiempo. Por otro lado, la capacidad que
muestran estas células de reaccionar rápidamente ante los cambios del medio, tal como
sucede en la quimiotaxis, depende principalmente de procesos de señalización mediados
por segundos mensajeros y flujos iónicos; este tipo de procesos toman lugar a escalas
de tiempo más rápidas (fracciones de segundo) que los procesos llevados a cabo por
redes de regulación genética (minutos a horas). Más específicamente, con respecto a los
eventos moleculares que subyacen la generación de la señal de [Ca2+]i, 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]) o a un receptor asociado a ella (speract [14, 15]); en respuesta al ligando
natural, la estimulación de la actividad de guanilato ciclasa genera una señal de cGMP [6].
El aumento en la concentración de cGMP conduce a la apertura de canales de K+ regulados
por nucleótidos cíclicos (KCNG / CNGK) que produce un flujo saliente de K+ y por consi-
guiente hiperpolariza la membrana ([16, 17]. A su vez, esta hiperpolarización promueve la
apertura de canales activados por hiperpolarización y modulado por nucleótidos cíclicos
(spHCN) que conducen una corriente catiónica que ejerce el efecto opuesto sobre el potencial
de membrana, repolarizándolo [18].
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Figura 1.3: Mediciones de la dinámica de calcio intraflagelar en célula única. Se muestran trazos
temporales de una señal de fluorescencia generada por la unión específica entre un colorante y
iones calcio; ésta da una estimación del aumento relativo de la [Ca2+]i con respecto al nivel basal.
(A) Medición en un espermatozoide fijado de S. purpuratus, donde la solución que contiene el SAP
speract se añade en el tiempo indicado por la flecha; la línea discontinua ilustra el componente
tónico de la respuesta, sobre el cual se superpone el componente fásico que corresponde a todas
las fluctuaciones (modificado de [8]). (B,C) Mediciones de espermatozoides nadando libremente
estimulados con análogo 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 clásicos de calcio dependientes de voltaje, en
tejido testicular de S. purpuratus: CaV1.2, CaV2.3 y CaV3 [18, 19]; este tipo de canales se
encontrarían ampliamente representados en otras células excitables (Figura 1.5A). De éstos,
sólo los canales CaV1.2 fueron inmunodetectados en los flagelos de los espermatozoides
de esta especie [19] y posteriormente se detectó un transcrito de CaV de tipo T (CaV3) en
tejido de testículo [18]. En este contexto, resulta sensato considerar que la caída transitoria
del potencial de membrana podría eliminar la inactivación de éste último canal para que
luego se active por la repolarización inducida por spHCN.

Por otro lado, CatSper, un canal de Ca2+ específico de espermatozoides activado por
pHi, y reconocido por ser esencial para la fertilización humana y de ratones [20, 21],
se encuentra codificado en el genoma del erizo de mar [22], e incluso está conservado
en muchos clados eucariotas [23]. Recientemente se ha demostrado que este canal está
funcionalmente presente en los espermatozoides de A. punctulata [24]; se caracteriza por
ser regulado por voltaje y marcadamente sensible al pHi (Figura 1.5B). Por lo tanto,
la hiperpolarización inducida por KCNG puede estimular un intercambiador Na+/H+

específico de espermatozoide (sNHE), que alcaliniza el citosol mediante la extrusión de
protones, con lo que desplaza la curva de activación por voltaje de CatSper hacia valores
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Figura 1.4: Panorama actual de la vía de señalización 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 concentración de cGMP (2), activa los canales tetraméricos
de K+ regulados por cGMP (KCNG) (3), causando una hiperpolarización 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 inactivación de canales de Ca2+ activados por voltaje (CaVs), promover la
apertura de canales activados por hiperpolarización y nucleótidos cíclicos (spHCN) (6b), y facilitar
la extrusión de Ca2+ (7a) mediante intercambiadores Na+/Ca2+ dependientes de K+ (NCKX) (6c).
La activación de sNHE aumenta el pHi (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
(PDE5) (8c). El aumento en la concentración de cAMP (9) podría potenciar la apertura de spHCN
(10a) y sostener la actividad de sNHE (10b). La apertura de spHCN causa el influjo de cationes (7c)
y contribuye a despolarizar V (7d) activando CaVs (11a) y/o CatSper (11b), lo que aumenta [Ca2+]i
(12) y a su vez promueve una curvatura flagelar asimétrica que provoca que los espermatozoides
giren pronunciadamente. Posiblemente, el aumento de [Ca2+]i también abre los canales de K+

regulados por Ca2+ (BKCa) y canales de Cl- regulados por Ca2+ (CaCC) (14), que luego compensan
(15) la despolarización de la membrana causada por el influjo de Ca2+ (13), lo cual remueve la
inactivación de los canales de CaV y a su vez disminuye la apertura de CatSper. Esta sucesión de
eventos ocurre cíclicamente, organizando aumentos transitorios de [Ca2+]i (12) que producen una
secuencia de giros en el nado del espermatozoide hasta que los segundos mensajeros se agoten.
Modificado de [12]

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

Una adenilato ciclasa soluble (sAC) es dependiente de pHi en el caso de los esperma-
tozoides de erizo de mar [29, 30]; además, sNHE de mamíferos contiene un dominio de
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Figura 1.5: Estructura general de los canales de Ca2+ presentes en el flagelo de espermatozoides
de erizo de mar. Para los canales CaV (A) y CatSper (B), se muestra una caricatura de la topología
membranal predicha para sus respectivas subunidades, así como una representación de cómo éstas
ensamblan el complejo de canal iónico. En (A), se muestra la subunidad principal α1, que es una
proteína integral de membrana formadora del poro que contiene 4 dominios repetidos (etiquetados
I, II, III y IV), los cuales se pliegan formando un pseudo-tetrámero; cada uno de estos dominios
contiene 6 segmentos transmembranales (S1-S6), de los cuales el S4 es un dominio sensor de voltaje,
presente típicamente en canales voltaje-dependientes, mientras que S5 y S6 forman el vestíbulo del
poro. La sensibilidad al voltaje se debe principalmente al contenido de varios aminoácidos cargados
positivamente (señalados con símbolos +). A diferencia de los canales CaV tipo 3 (LVA), los CaV de
tipo 1 y 2 (HVA) también requieren de subunidades accesorias además de la subunidad principal
α1: β (que es soluble) y α2δ (anclada al lado exterior de la membrana), las cuales confieren rasgos
particulares en cuanto a la dinámica 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 señalado el peso molecular predicho. A diferencia de los CaV, el poro de CatSper
está formado por 4 proteínas homólogas, codificadas cada una por un gen diferente (CatSper1-4);
al igual que los 4 dominios de la subunidad α1 de CaV, 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 heterotetramerización [28]. Las subunidades accesorias β, δ y γ son proteínas integrales de
membrana que no guardan ninguna relación de homología con las de los CaV. Hasta la fecha, la
expresión heteróloga de este complejo no ha sido posible. Modificado de [24].
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unión a nucleótidos cíclicos [31], lo que sugiere que el cAMP podría regular su actividad.
Lo anterior abre la posibilidad de que haya un aumento del nivel de cAMP como resultado
de la alcalinización inducida por hiperpolarización [32]. Por lo tanto, esto implicaría una
forma en que el aumento de cAMP contribuya a una estabilización de un pHi elevado, y
como se indicó anteriormente, activaría un canal de Ca2+ sensible al pHi [33, 34], tal como
CatSper [24, 35].

La evidencia acumulada sugiere que los ciclos de hiperpolarización/despolarización
del potencial de membrana acoplan las fluctuaciones de [Ca2+]i con los gradientes de SAP
[36-38]. Actualmente, una hipótesis de trabajo es que canales de K+ y Cl-, dependientes de
Ca2+, los cuales generarían corrientes hiperpolarizantes, podrían contribuir al reinicio de la
vía después del influjo de Ca2+ a través de CatSper y/o de los canales CaV [24, 35]. Con
esta interacción directa entre el calcio y una nueva hiperpolarización, se pueden generar
trenes de oscilaciones de V con estos componentes después de la primera fluctuación de
[Ca2+]i, lo cual explicaría 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 modelación

Después de la descripción del fenómeno de la quimioatracción en la sección anterior,
queda claro que la respuesta sensoriomotriz del espermatozoide del erizo de mar ante
SAP depende de una retroalimentación coordinada entre variables externas e internas,
las cuales están relacionadas respectivamente con: 1) la concentración 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 acumulación continua de mediciones experimentales enfocadas en aspectos muy
puntuales del este fenómeno, sumada a la naturaleza no lineal de las interacciones que lo
subyacen, ha planteado la necesidad de recurrir a enfoques teóricos que permitan integrar
el conjunto de observaciones en modelos mecanísticos y así lograr un mejor entendimiento
de la evidencia experimental en el contexto de un sistema completo, capturando rasgos
esenciales de éste mismo. Más allá de la utilidad de los modelos como herramientas
descriptivas, han resultado ser valiosas plataformas de predicción que ayudan con el
planteamiento de hipótesis y a responder preguntas que de otra manera estarían fuera del
alcance por las limitaciones de las técnicas experimentales actuales.

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

Los sistemas de regulación que controlan las funciones esenciales de las células compren-
den la acción conjunta de una variedad de procesos bioquímicos 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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dinámicas que involucran múltiples retroalimentaciones. Actualmente, una variedad de
formulaciones matemáticas 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 topologías definidas, y reglas de evolución bajo formalismos
deterministas y/o estocásticos. También, vienen a la mente los sistemas de ecuaciones
diferenciales ordinarias, mapeos acoplados, autómatas 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
matemáticos de fenómenos biológicos.

Con respecto al estudio de la generación de fluctuaciones de [Ca2+]i que controlan
la motilidad del espermatozoide, el primer modelo dinámico propuesto para la vía de
señalización de calcio en la cual se centra este trabajo [39], se situó dentro de la familia de
modelos de dinámica 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 vía 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 más detalle en la sección 3.2). Ante un
estímulo in-silico por SAPs, la dinámica de la red completa alcanza un patrón periódico,
i. e. la configuración del sistema se repite luego de un número finito de iteraciones. Este
número define el periodo. En particular, para el nodo que representa al Ca2+ 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,
además de haber corroborado fenomenología ya reportada, generó varias predicciones
sobre la alteración de la dinámica de la señal de calcio que se verificaron en el laboratorio.
Entre las predicciones a resaltar están: 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 aparición del tren de
oscilaciones.

Por otro lado, Aguilera et al. [40] propusieron un modelo para la dinámica continua de
un subconjunto reducido de los componentes de la vía (9 variables). Un modelo de esta
naturaleza, que consiste de ecuaciones diferenciales, permite caracterizar la dinámica del
estado de las variables en unidades de medición y escalas de tiempo reales, a diferencia
del descrito arriba. En dicho trabajo, se dieron a la tarea de encontrar cuáles serían las
variables esenciales del oscilador central. Sin embargo, por ser un modelo reducido, no se
consideraron los eventos de la vía que están directamente relacionados con la producción
de segundos mensajeros y activación del receptor. Cabe mencionar que los resultados de
ese modelo señalaron a 3 variables como indispensables para el oscilador: Na+, K+ y Ca2+.

A pesar de que los modelos anteriores consideran los canales de Ca2+ controlados por
voltaje clásicos como las entidades moleculares responsables del influjo de Ca2+, el papel
de CatSper [22-24, 35, 38] no se descarta. Además, Espinal-Enríquez et al. [35] sugieren su
presencia, dada la posibilidad de examinar la consecuencia de alterar varios subconjuntos
de componentes de la red de señalización.

En una plataforma de modelación matemática, se vuelve fácil analizar el efecto de
fármacos multiblanco y se puede abordar la cuestión de si éstas actúan simultáneamente o
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Figura 1.6: Modelo de red lógica discreta para la VSAS, propuesto anteriormente por Espinal
et al. [39]. Cada componente de la vía de señalización 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 función regulatoria lógica codificada como tabla de verdad. Abajo,
se muestra como ejemplo la función del cAMP; ésta contempla todas las combinaciones únicas
de los valores de sus reguladores (AC, PDE y cAMP) y le asigna a cada una de ellas un valor de
salida específico (última columna), el cual se basa en la abstracción 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 más de un nodo de la red. Esto se llevó a cabo para el caso del Ácido Niflúmico (AN),
un fármaco que se sabe afecta la activación de los canales HCN, CaCC y CaKC. Motivado
por las simulaciones del modelo discreto en [39], en donde se determinaron cambios en el
período, nivel promedio y amplitud de la señal de Ca2+, en [38] se abordó dicho escenario
de acción del AN sobre la vía de señalización activada por speract y se realizó un estudio
experimental que reveló la interrupción de la quimiotaxis por AN en espermatozoides del
erizo L. pictus. Al observar el efecto de la alteración individual y conjunta de los canales
sensibles a AN sobre las características de fluctuación del Ca2+, en [35] se concluyó que el
bloqueo de HCN produce las modificaciones más 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 señal. El bloqueo de CaCC aumenta la amplitud de las oscilaciones y el bloqueo de
CaKC aumenta los valores promedio y máximos de la señal de Ca2+. Este tipo de estudio
combinatorio, inviable o muy difícil de implementar experimentalmente, se vio facilitado
por la modelación matemática, que ayuda a revelar comportamientos de varios elementos
reguladores en conjunto, así como el papel particular de cada uno de estos. El estudio en
[35] exploró 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 biológicos (discutido en [35]). Según el modelo, se pueden
prever dos escenarios congruentes con resultados experimentales [36], dependiendo de
la participación de: i) un canal de K+ adicional diferente de Slo1 o ii) un canal adicional
dependiente de Ca2+, pHi y voltaje tal como CatSper. Esta última predicción está ahora
experimentalmente corroborada [24].





2
O B J E T I V O S

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.

Joel E Cohen, 2004 [45]

2.1 Planteamiento del problema

La vía de señalización que media la quimiotaxis dirigida por [Ca2+]i en el espermatozoide
de erizo de mar ha sido objeto de intenso estudio, y varias décadas de investigación
experimental han implicado varios canales y componentes moleculares [2, 12, 46, 47].
A pesar de que esta vía 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 clásicos de Ca2+, voltaje dependientes de alto
y bajo umbral (HVA,LVA) eran los principales responsables de las fluctuaciones de [Ca2+]i

[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 señal de calcio es antecedido
por una alcalinización del citosol, medido primero a nivel de población 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 vía. Aunque la regulación fina del
pHi a través de sNHE aún no se entiende completamente, el considerar una interacción
directa con las fluctuaciones del [Ca2+]i se vuelve llamativo. Un fuerte candidato para
este enlace es el canal de calcio CatSper, ya que en mamíferos se ha demostrado que está
expresado principalmente en espermatozoides, es activado por alcalinización, ligeramente
sensible al voltaje y esencial para fertilización [21, 50, 51]. La participación de un canal de
calcio con estas características en la fisiología de los espermatozoides de erizo de mar se
conjeturó en [35, 38] y recientemente se identificó la expresión 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 [Ca2+]i activados por
SAP. Hay que recalcar que la mayoría de las pruebas son indirectas y se basan en enfoques
farmacológicos, que intentan implicar canales con base en ensayos que utilizan fármacos
bloqueadores y activadores, las cuales a menudo no son específicos y, por lo tanto, tienen
efectos cruzados. Las técnicas de ingeniería genética que permitirían llegar a conclusiones
definitivas sobre la necesidad y suficiencia de los canales postulados, e. g. mutantes nulos
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Canal de Ca2+ Evidencia experimental en flagelos de espermatozoides

Biología molecular Farmacologíaa

LVA (tipo T) mRNA en tejido testicular[18]
Níquel [31]

Nimodipina [8, 10]

HVA (tipo L)
mRNA en tejido testicular,

Nimodipina [19]

inmunolocalizaciónb[19]
Nifedipina [19]

Verapamil [39]

CatSperd
mRNA en tejido testicular, Mibefradil [24]

inmunolocalizaciónc, MDL12330A [24]

espectrometría 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. a Cabe mencionar que de los bloqueadores farmacológicos enlistados,
ninguno guarda una especificidad del 100 % con los canales asociados. b Anticuerpo levantado
contra un polipéptido de la subunidad α del canal en rata, el cual también reconoce la versión
homóloga en espermatozoides de ratón y humano. c Anticuerpo levantado contra polipéptidos de
subunidades formadoras de poro de A. punctulata [24] y S. purpuratus [52]. d Es de interés notar que
no se han logrado registros electrofisiológicos directos en espermatozoides maduros de erizo de
mar en comparación con el canal homólogo de espermatozoides de ratón, humano y macaco [53].

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

Por lo tanto, siguiendo un enfoque experimental basado en el uso de fármacos vuelve
difícil definir si un solo o múltiples tipos de canales de calcio desempeñan un papel activo
en esta vía de señalización. En este sentido, los modelos matemáticos pueden ayudar a
explorar hipótesis alternativas que todavía son imposibles de abordarse directamente en el
laboratorio. Más aún, todo lo anterior justifica la elaboración y análisis de una propuesta
actualizada de modelación que incorpore las evidencias empíricas recientes sobre el posible
papel del canal CatSper.

2.2 Objetivo general

Proponer y analizar modelos matemáticos que sirvan como plataforma para estudiar la
vía de señalización que controla los trenes de oscilaciones de concentración de calcio en
flagelos de espermatozoides de erizo de mar.

2.3 Objetivos particulares

Determinar cuáles son los elementos esenciales que participan en la vía de señaliza-
ción activada por SAPs.
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Proponer mecanismos de acción y funciones particulares para cada uno de dichos
elementos.

Predecir cuáles son las características que deben tener los canales iónicos que permiten
el influjo de calcio en el flagelo del espermatozoide.





Parte II

M O D E L O D I S C R E T O

Tomando como punto de partida el modelo de red propuesto previamente en
[39] (etiquetado aquí como Modelo I), aquí se aborda la necesidad de extender
el modelo e incluir un canal de calcio adicional dependiente del pHi en la
Vía de Señalización Activada por SAPs (VSAS): CatSper. Con esta red mejorada,
etiquetada como Modelo II, se analizó en qué medida podría participar CatSper
en la VSAS con respecto a los otros canales de Ca2+ previamente considerados
(HVA y LVA), ésto mediante knock-outs in silico de dichos canales. El resultado de
que el canal CatSper desempeña un papel principal con respecto a la amplitud
de las fluctuaciones de [Ca2+]i llevó a plantear otra variante de modelo, en la cual
el único canal de Ca2+ restante es CatSper (Modelo III). Con los tres modelos en
mano, los resultados de un estudio comparativo entre sus dinámicas, así como el
contraste entre redes knock-out de un conjunto de nodos esenciales, condujeron
a la predicción de que CatSper es el principal generador de oscilaciones de
[Ca2+]i en la VSAS y los otros canales de calcio considerados son probablemente
secundarios.





3
M O D E L O D I S C R E T O

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 motivación

3.1.1 Propuesta anterior para la VSAS

Después de la unión del SAP speract, el complejo speract-receptor activa una guanilato
ciclasa de membrana (GC) que a su vez produce guanosín monofosfato cíclico (cGMP).
Este segundo mensajero abre un canal de K+ dependiente de cGMP (KCNG) cuya corriente
iónica hiperpolariza el potencial de membrana (v). La hiperpolarización influye en varios
procesos:

i estimula al intercambiador K+/Na+/Ca2+ (NCKX) [48, 55, 56] que disminuye la [Ca2+]i,

ii activa un intercambiador Na+/H+ específico de espermatozoide (sNHE) [57], que au-
menta el pH intracelular (pHi),

iii disminuye la inactivación 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 elevación del pHi estimula una adenilato ciclasa soluble (sAC) [32] que sintetiza
cAMP, el cual a su vez promueve la activación del canal spHCN mencionado anteriormente,
así como un canal de calcio dependiente de cAMP (cAMPCC) que además repolariza
la membrana. A través de esta cadena de eventos, el cAMPCC guarda una dependencia
indirecta sobre el pHi. Los niveles de nucleótidos cíclicos son fuertemente controlado por
fosfodiesterasas (PDE) que los degradan. La despolarización permite la apertura de canales
de calcio LVA y HVA. Los aumentos de [Ca2+]i pueden abrir canales de K+ dependientes
de calcio (CaKC) y canales de Cl- (CaCC). Estos dos últimos canales pueden reiniciar la
vía a través de una nueva hiperpolarización [36, 39]. La extrusión de calcio se lleva a cabo
por la bomba de calcio (CaP) y el NCKX, mencionado anteriormente. La alternancia cíclica
de la hiperpolarización y la despolarización generan el tren de oscilaciones en [Ca2+]i que
rigen el patrón de nado del espermatozoide de erizo de mar [39].
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3.1.2 Limitaciones del modelo propuesto anteriormente

La red lógica 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 demostró que un bloqueo in silico del CaKC
aumentaba tanto el tiempo entre los picos de calcio como el promedio de la señal de [Ca2+]i.
Sin embargo, cuando se llevaron a cabo los experimentos con Iberiotoxina, un bloquea-
dor específico del canal CaKC [60], se observó que, aunque el tiempo transcurrido entre
los picos de calcio efectivamente aumentaba, el [Ca2+]i promedio en realidad disminuía.
Como una salida a este discrepancia, se sugirió la existencia de otros canales iónicos, no
considerados anteriormente, que pudieran estar participando en la vía.

En un artículo posterior [35], se estudió con el mismo modelo el efecto del AN sobre
la VSAS, esto al considerar su acción sobre la permeabilidad de CaCC, HCN y CaKC.
Aunque con ligeras diferencias, AN afecta estos tres canales en el rango µm: CaCC [38,
61-64], CaKC [65, 66], y HCN [38, 67-69]. Dos escenarios surgieron a raíz de la controversia
experimental sobre si la acción de AN en CaKC es inhibidora o activadora, debido a que
en otros sistemas celulares se ha reportado evidencia para ambos casos. En [39] sólo se
abordó el escenario inhibitorio. Teniendo en cuenta la evidencia recientemente acumulada
con respecto a la activación de CaKC por AN, el modelo requirió de la participación de
más canales iónicos en la vía 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 expresión funcional en espermatozoides de erizo de mar, se plantea
como una cuestión a dirigirse en trabajo futuro que CatSper bien podría ser tal canal.

3.2 Métodología

3.2.1 Definición del modelo

En la red de señalización lógica correspondiente a la VSAS, introducida por primera
vez por Espinal et al. [39], los nodos representan los componentes antes mencionados:
actividades de canales iónicos, 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 dinámica de tiempo
discreto, donde los nodos sólo toman un valor de un conjunto de hasta tres niveles {0, 1, 2}
y, en cada iteración, se actualizan de acuerdo con un conjunto de reglas regulatorias. Esta
es una generalización del enfoque de red Booleana que ha funcionado para redes genéticas,
proteómicas, metabólicas y transcripcionales, entre otros [70-74].

El estado de la red consiste en un conjunto de N variables discretas σ1,σ2, · · · , σN . La
mayoría de las variables pueden asumir dos valores, i. e. 0 para los estados cerrado/apagado
y 1 para encendido/abierto. No obstante, una descripción precisa de los procesos dinámicos
en la red requiere que cuatro nodos tengan hasta tres estados posibles: el potencial de
membrana (hiperpolarizado 0, reposo 1, ó despolarizado 2); canales de calcio LVA y HVA

(inactivo 0, cerrado 1 ó abierto, 2); y la concentración de calcio intracelular ([Ca2+]i) (0
basal, tónica 1 ó supratónica 2). En este formalismo, así como el estado de los nodos se
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expresa en unidades discretas, la dinámica se desarrolla en unidades arbitrarias de tiempo
dadas por pasos discretos de máquina. Bajo la suposición de que los tiempos típicos de
cambio de estado son similares para cada nodo, se empleó el esquema de actualización
síncrona, i. e. en cada iteración todos los nodos aplican su regla lógica al mismo tiempo. De
esta forma, el estado que cada nodo σn adquiere en un siguiente instante de tiempo t + 1
está determinado por el estado del conjunto de sus reguladores (los nodos funcionalmente
vinculados directamente a éste) en el tiempo t. Denotemos como σn1 , σn2 , · · · σnk los k
reguladores de σn. Luego, en cada paso de tiempo el valor de σn viene dado por

σn(t + 1) = Fn(σn1(t), σn2(t), . . . , σnk(t)), (3.2.1)

donde Fn es la función reguladora específica de ese nodo. Para la construcción de estas
funciones reguladoras se consideró 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 vía. A partir
de ahora el modelo desarrollado en [39] será referido como Modelo I (ver Figura 1.6).

3.2.1.1 Construcción de funciones reguladoras

La construcción de las reglas de evolución 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 regulación 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: 0

ó 1. Para la construcción de su función reguladora es necesario tener en cuenta todas las
combinaciones posibles de los nodos vinculados a éste. A un tiempo dado t, si PDE está
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 0, basta con que
GC o 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
iteración siguiente es necesario tomar en cuenta si existía o no en el tiempo anterior, lo cuál
plantea implícitamente que no se puede crear ni degradar por sí mismo. De esta forma, la
función reguladora queda codificada como una tabla de verdad en la Tabla 3.1.

Esta construcción se aplicó a todos los nodos del sistema. Es importante mencionar que
varios criterios pueden intervenir en la construcción de una función reguladora, y para que
ésta sea significativa, es esencial contar con conocimiento biológico.

3.2.2 Implementación de las simulaciones

Para la implementación computacional de los modelos se desarrollaron librerías en
el lenguaje de programación Julia. La paquetería es de libre acceso en el repositorio
https://github.com/dpriego87/DiDySim.jl

https://github.com/dpriego87/DiDySim.jl
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GC(t) PDE(t) cGMP(t) cGMP(t + 1)

0 0 0 0

0 0 1 1

0 1 0 0

0 1 1 0

1 0 0 1

1 0 1 1

1 1 0 0

1 1 1 0

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

3.2.2.1 Knock-outs in-silico

Para implementar la eliminación de nodos y evaluar su efecto sobre la dinámica de la
red, se fijó el estado del nodo silenciado a su nivel menos activo independientemente de su
función reguladora; dicho nivel corresponde al valor 0 en el caso de los nodos analizados
en redes knock-out de este trabajo.

3.2.2.2 Simulación de series de tiempo de Ca2+ pseudo-continuas

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

Las series de tiempo de las fluctuaciones de [Ca2+]i que se miden experimentalmente
corresponden al comportamiento promedio sobre segmentos del flagelo, y éstas se desarro-
llan con dinámicas prácticamente continuas, es decir, tanto el tiempo como los niveles de
calcio toman valores del conjunto de números reales. Para aproximar cualitativamente el
rango dinámico continuo del calcio utilizando el modelo discreto, se tomó una muestra
aleatoria de 105 condiciones iniciales diferentes del espacio de configuraciones de la red
dado por los estados 0 y 1 para todos los nodos, y se promedió el valor del nodo del calcio,
dCa en cada paso de tiempo sobre todas las realizaciones. De esta forma, se obtiene una
dinámica que da lugar a variables que toman valores de un conjunto discreto más fino y
que evolucionan en tiempos discretos; a esto nos referimos como dinámica pseudo-continua.
En los casos donde el paisaje de atracción contenga al menos un atractor cíclico, y además
el nodo dCa varíe en el tiempo, el valor promedio del nodo dCa será periódico con un
valor conmensurable con el ciclo del atractor. Aunque las condiciones iniciales se eligen
de acuerdo con una distribución uniforme, las fases oscilatorias están determinadas por
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la distribución de transitorios asociada a cada atractor. En este estudio se compararon
los niveles de Ca2+ promedio de la simulaciones con respecto de los niveles medidos
experimentalmente determinados por la señal de calcio promediada sobre la longitud
flagelo. El contar con una resolución más fina para la concentración de calcio permite una
comparación más adecuada con mediciones experimentales, así como tener simulaciones
que se prestan al cálculo de características globales.

3.3 Resultados

3.3.1 CatSper podría participar en la generación del patrón oscilatorio de [Ca2+]i en la VSAS

La Figura 3.1 muestra el Modelo II y la red lógica correspondiente. A fin de obtener una
descripción de [Ca2+]i más cercana a las observaciones experimentales, que son medidas
promediadas de una sola célula a lo largo del flagelo, se calculó el valor promedio de
las simulaciones de [Ca2+]i, sobre más de 105 condiciones iniciales, tal como en [35, 39].
Además proporcionando una variable más precisa para las comparaciones experimentales,
este valor promedio, como se verá más adelante, contribuye a una mejor comprensión de
la dinámica.

El hallazgo mostrado adelante es que la contribución 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 aún
más después del resultado de que, con su adición, las deficiencias antes mencionadas
con el Modelo I se pueden superar. Adicionalmente, para evaluar la certidumbre de estos
resultados con respecto a la función regulatoria propuesta para el canal de CatSper de
erizo de mar, se realizó un análisis de robustez para dicha función y se encontró que los
resultados se mantenían para la gran parte de escenarios (Figura A.1).
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Figura 3.1: Vía de señalización de acuerdo con el Modelo II y Red Lógica de la VSAS. (A)
Esquema de la vía de señalización desencadenada por SAPs. La VSAS comienza con la unión de SAP a
su receptor y después de varios pasos, que incluyen cambios en potencial de membrana, se obtienen
oscilaciones de [Ca2+]i. A diferencia del Modelo I, aquí el canal de Ca2+ dependiente de cAMP deja
de ser considerado y pasa a ser sustituido por CatSper. (B) Eventos bioquímicos relacionados con
(A). (C) Modelo de red de la vía de señalización. Cada nodo en la red representa un elemento de
la vía. Las flechas negras indican activación; líneas rojas indican inhibición 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 105 trayectorias determinadas a partir de la ecuación 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 sección
3.2.2.2. También está trazado en rojo el caso en que el nodo CatSper ha sido bloqueado
(CatSperKO), 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 disminución drástica en los niveles
de calcio en comparación con el bloqueo conjunto de HVA y LVA, colocándolo como la
principal fuente de influjo de Ca2+. Además, el comportamiento temporal oscilatorio de
las fluctuaciones de calcio en la mutante CatSperKO es modificado por la aparición de un
pequeño pico adicional dentro del periodo del modelo completo (WT).
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Figura 3.2: Series de tiempo de [Ca2+]i generada por la red bajo el bloqueo de diferentes canales
de Ca2+ presentes en el flagelo de espermatozoide de erizo de mar: HVA-LVA y CatSper. La curva
de [Ca2+]i con todos los nodos presentes (WT) se representa en negro. La línea roja corresponde a
la dinámica de [Ca2+]i después del bloqueo del canal CatSper. La línea azul representa la dinámica
de [Ca2+]i resultante de la red knock-out para ambos canales HVA y LVA. Las unidades del eje X son
el número de iteración en curso de la dinámica de la red. Las unidades del eje Y son arbitrarias,
indicativas de valores relativos del nodo [Ca2+]i.

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 ningún efecto sobre el periodo de oscilación. Sin embargo, en la
mutante HVA,LVAKO hay apenas una diferencia notable de fase de un paso en los valles con
respecto al WT, lo cual causa pérdida de la asimetría en la dinámica de activación-relajación
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 regulación de las fluctuaciones de [Ca2+]i, los otros canales aún
pueden jugar un papel en moldear otros rasgos de éstas. Teniendo en cuenta lo anterior, a
continuación se presenta un estudio comparativo entre los modelos I, II y III; éste último es
el modelo donde CatSper es el único 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 vía de señalización con el canal CatSper como la única
fuente de influjo que aporta a la [Ca2+]i. Hay que notar la ausencia de los canales LVA y HVA,
anteriormente incluídos en la Figura 3.1. También es de distinguirse los enlaces de interacción 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 exposición a 3-Isobutil-1-metilxantina (IBMX), un bloqueador
general de PDE, disminuye las oscilaciones de [Ca2+]i dependientes de speract [8]. En
la Figura 3.4 se presenta una comparación 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
pequeña disminución en los valores promedio de [Ca2+]i 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 participación de HVA y LVA, junto con
una contribución de CatSper produce, bajo la supresión 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
disminución en el nivel de [Ca2+]i.
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Figura 3.4: Series de tiempo de [Ca2+]i en redes sin PDE. Panel A muestra una medición experi-
mental de fluorescencia típica de [Ca2+] después de la exposición 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. Extraído de [8]. Hay que tomar en cuenta que la considerable disminución de
Ca2+ 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 supresión del nodo PDE para los Modelos I, II y III
respectivamente. En la serie temporal del panel B, el nivel promedio de calcio es ligeramente menor
y sus oscilaciones menores bajo la supresión 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 drásticamente al bloquear PDE.

Los resultados con el Modelo III (sólo CatSper, panel 3.4D) pueden explicarse teniendo
en cuenta que IBMX es un inhibidor no específico de la fosfodiesterasa que permite
acumulación 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 elevación 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 población de espermatozoides, han demostrado que el
potencial de membrana permanece hiperpolarizado, lo cual indica que la activación de
KCNG por cGMP prevalece sobre la despolarización causada por spHCN, inducida por
cAMP [76, 77]. Entonces, IBMX destruye la coordinación temporal entre estos dos canales y,
si bien permite que la [Ca2+]i aumente, impide que la dinámica del calcio oscile. Debido a
que los canales CatSper requieren de una despolarización para activarse, a pesar de que
una hiperpolarización eleva el pHi, éstos no se abrirían lo suficiente, resultando en niveles
de Ca2+ 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
(cAMPCC). La ausencia de PDE en este escenario (panel 3.4B) traería un doble efecto
sobre la regulación de Ca2+ a través de nucleótidos cíclicos: uno con acción inhibidora
(mediado por la hiperpolarización dependiente de cGMP) y otro con acción activadora
(por la apertura del cAMPCC mediante cAMP). cAMPCC representa una vía por la que,
de forma independiente de voltaje, se incrementa [Ca2+]i y por consiguiente una corriente
despolarizante que ayudaría con la apertura de los canales LVA y HVA, luego de que la
hiperpolarización mediada por cGMP haya removido la inactivación de éstos. Mientras
que para el Modelo II (panel C), la interacción entre estos procesos opuestos produce un
mayor nivel de calcio en comparación con el Modelo III. La conclusión general es que de
acuerdo con estos resultados se respalda un papel dominante para CatSper con respecto a
los otros canales de Ca2+: HVA y LVA.

3.3.4 Sobre la dependencia del pHi

Se espera que las oscilaciones [Ca2+]i sean sensibles al pHi [49, 78]. En la Figura 3.5,
para el Modelo I (panel 3.5A), aunque el efecto de las variaciones de pHi se modula
indirectamente a través de cAMPCC (vía sAC), las oscilaciones en el estado estacionario en
presencia de HVA y LVA son básicamente imperturbables por la supresión del aumento de
pHi, siendo más notable que las oscilaciones se vuelven más simétricas en la red knock-out.
Una situación 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 conexión directa del pHi a un canal
de calcio (CatSper) y además dejan de incluirse LVA y HVA, se provoca un colapso total de
los niveles de Ca2+ cuando el nodo de pHi se elimina. Esto se muestra en el panel 3.5C.

3.3.5 El Modelo III resuelve una falla de la predicción del modelo anterior para la eliminación del
nodo CaKC

En [39], a partir de la inspección visual de la evolución del sistema para condiciones
iniciales especificas (todos los nodos apagados), Espinal et al. predijeron con la red del
Modelo I que, con la eliminación del canal CaKC, se produce un aumento en el intervalo
entre oscilaciones sucesivas de [Ca2+]i, así como una elevación en el nivel promedio de
éstas últimas. En dicho trabajo, esto motivó a Espinal et al. a realizar experimentos en S.



3.3 Resultados 31

100 110 120 130 140 150

0.0

0.5

1.0

1.5

100 110 120 130 140 150

0.0

0.5

1.0

1.5

100 110 120 130 140 150

0.0

0.5

1.0

1.5

WT

pHKO

n
iv

e
l 
d
e
 d

C
a
 p

ro
m

e
d
io

A

B

C

pasos de tiempo

Figura 3.5: Dinámica de [Ca2+]i de la red eliminando el nodo de pHi para los tres modelos. En
el panel A, para la dinámica 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 situación 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 así porque el pH controla directamente el dinámica de CatSper.

purpuratus sobre el efecto de Iberiotoxina, un bloqueador potente y específico del canal Slo1

(BK), un canal de K+ Ca2+-dependiente, los cuales mostraron un aumento del intervalo entre
picos sucesivos de [Ca2+]i, corroborando así la predicción. Sin embargo, una percepción
cualitativa de la intensidad fluorescente de las fluctuaciones de [Ca2+]i fue indicativa de
un valor promedio menor que el caso WT (película suplementaria 3 en [39]). Aquí, al
considerar el nodo dCa, que representa [Ca2+]i, ahora promediando su valor sobre 105

condiciones iniciales, se observa en los paneles A y C de la Figura 3.6 que para los modelos
I y 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 dinámicas de calcio, se realizó
un análisis de espectro de potencias. En pocas palabras, los picos en los espectros de
potencia son indicativos de las frecuencias más importantes en estas series de tiempo
(modos de Fourier). Como se ha elegido la representación de frecuencia en este análisis, el
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Figura 3.6: Dinámica de [Ca2+]i de la red eliminando el nodo de CaKC para los tres modelos.
En la columna izquierda, paneles A, C y E, se muestra la dinámica 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 (CaKCKO). 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 período correspondiente. Los espectros de potencias se
estimaron mediante el cálculo del periodograma con el método de FFT (Fast Fourier Transform),
implementado en la librería DSP.jl del lenguaje Julia (https://github.com/JuliaDSP/DSP.jl). Las
dinámicas 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 II, el tren de
oscilaciones de las mutantes CaKCKO se monta en niveles más 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
III, la dinámica del calcio muestra un ligero decremento (promedio de 0.636) con respecto a la red
completa (promedio de 0.693). La aparición de modos de Fourier en frecuencias más bajas (periodos
más altos) con respecto al caso WT, es evidente sólo en el modelo III. La modificación en niveles
promedio y la aparición de frecuencias más 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 períodos más
importantes de la dinámica del calcio. Estos modos dependen de la periodicidad de los
estados estacionarios alcanzados por toda la dinámica de red y de las cuencas de atracción
correspondientes a cada atractor.

https://github.com/JuliaDSP/DSP.jl
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El análisis del espectro de potencias, realizado como en [35], indica en la red del Modelo
II la presencia de un modo de frecuencia más baja que en la versión que elimina el
nodo CaKC (CaKCKO), es decir, hay un componente de período más grande en el WT
(periodo 12) con respecto al caso bloqueado de CaKC (período 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 período, reflejado por el espectro de
potencias donde se representan modos de frecuencias más bajas (un modo fundamental de
período 17) acompañado de una disminución en el nivel promedio de [Ca2+]i.

3.4 Resumen de observaciones sobresalientes

En la Tabla 3.2, que resume los hallazgos principales de esta sección, se indica claramente
que los mejores resultados se obtienen con el Modelo III, mientras que el Modelo II
prácticamente no muestra ventajas sobre el Modelo I. Aquí se hace la comparación de
cuatro determinaciones experimentales (sensibilidad a los niveles de pHi, 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 número 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 últimas en la Figura 3.7.

Tratamiento Medición
Modelo

Experimento
I II III

Bloqueo de pH Nivel de Ca2+ - - ↓ ↓
Bloqueo de PDE Nivel de Ca2+ - - ↓ ↓

Bloqueo de CaKC
Nivel de Ca2+ ↑ ↑ ↓ ↓

Período - ↓ ↑ ↑

Tabla 3.2: Resumen comparativo de observaciones en simulaciones vs experimento, para las
tres variantes del modelo discreto. La primera columna indica el tratamiento farmacológico en
consideración; 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. ↑ corresponde a un aumento en la propiedad de calcio indicada en
la columna de medición. ↓ está asociado con una disminución y “-” significa que no hubo cambios
o que éstos fueron apenas notorios.
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Figura 3.7: Comparación de los Modelos I, II y III. Los nodos que son diferentes entre las tres variantes están 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. Nótese 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.



Parte III

M O D E L O C O N T I N U O

Mediante un modelo de ecuaciones diferenciales, se buscó responder la pre-
gunta de cuál es el conjunto de canales que pueden explicar la envolvente
característica y la organización temporal de los trenes de oscilaciones de [Ca2+]i.
La calibración de la red de señalización se abordó por módulos. El módulo dis-
parador, el cual inicia la respuesta, vincula la actividad de SAP con el cGMP y el
potencial de membrana río abajo, a través de la activación del receptor, síntesis
y decaimiento de cGMP, hiperpolarización y repolarización de la membrana.
Las salidas de este módulo se ajustaron a datos cinéticos sobre la actividad
de cGMP y el potencial de membrana temprano, medidos en poblaciones de
células en solución. Dos módulos candidatos que presentan canales de Ca2+

dependientes de voltaje vinculan estas salidas a la dinámica descendente y
pueden explicar de forma independiente el decaimiento de la envolvente y el
espaciamiento progresivo entre picos de [Ca2+]i. En el primer módulo, los trenes
de oscilaciones son explicados por la acción concertada de canales clásicos tipo
CaV y canales BK. En el segundo, la dinámica es producida por CatSper, un
canal dependiente del pHi e inhibido por [Ca2+]i. Además, se demuestra que
la dinámica de [Ca2+]i generada por una alcalinización sostenida permitiría
identificar si predomina CatSper o un módulo pH-independiente de CaV+BK.
Finalmente, el modelo predice que el módulo CaV+BK puede complementar
al módulo CatSper+sNHE si es agregado en densidades bajas, sin embargo,
interfieren entre sí cuando la estequiometría entre ellos se aproxima a 1:1, ya
que se producen dinámicas incongruentes con experimentos. Esto lleva a suge-
rir que uno de los módulos debería predominar sobre el otro in vivo. Dada la
dependencia fuerte de las oscilaciones de calcio sobre pHi, se sugiere que dicho
módulo debe ser el que contenga a CatSper
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M O D E L O C O N T I N U O

Model building is the art of selecting those aspects of a process that are relevant
to the question being asked.

John Henry Holland, Hidden order, 1995 [79]

4.1 Antecedentes y motivación

Los resultados de la sección anterior demostraron que, bajo una modelación discreta,
la exploración de diferentes escenarios favorecen a CatSper como el canal dominante con
respecto a los canales de calcio puramente voltaje dependientes, los cuales habían sido
inicialmente propuestos en trabajos previos de modelación [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 obtención de conclusiones
al comparar las simulaciones con experimentos cuantitativos. Hay que recordar que en
las redes lógicas, los estados asociados a cada nodo se interpretan prácticamente con
niveles de actividad siguiendo un principio de todo o nada. Por lo anterior, en todas las
variantes de modelo discreto para esta vía, está implícita la suposición de una densidad
equiparable entre todos los tipos de canales, i. e. una estequiometría 1:1. Es de notarse que
bajo este modelo, la predicción de que los canales de calcio voltaje dependientes (CaV)
podrían tener un papel secundario deja la pregunta abierta sobre en qué medida se sostiene
la predominancia de CatSper, es decir, bajo qué estequiometrías con respecto a los CaV.
Para poder explorar cuáles 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 modelación 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 números reales.

Aguilera et al. propusieron un modelo de ecuaciones diferenciales acopladas para un
subconjunto reducido de elementos participantes de la misma vía activada por SAPs [40].
Sólo consideraron la cinética de 5 variables: voltaje, Ca2+, K+, Na+ y Cl-; mientras que
los niveles de apertura de compuerta de 4 canales iónicos: HVA, CaKC, HCN y CaCC,
se modelaron con funciones algebraicas que provienen de simplificaciones que suponen
estados estacionarios. El propósito de dicho trabajo fue encontrar las variables esenciales
del oscilador central. Debido a esto, el modelo que desarrollaron es aún más reducido
y enfocado a únicamente corrientes iónicas, ignorándose todos los pasos relacionados
con los procesos iniciales de la vía, tales como: la activación del receptor, dinámica de
nucleótidos cíclicos y el cambio de pHi. Cabe mencionar que las variables que encuentran
como indispensables para el oscilador fueron Na+, K+ y Ca2+.

37
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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 cuáles
de los supuestos canales de calcio pueden mediar la respuesta de Ca2+ activada por SAP.
De esta forma, se pueden aprovechar completamente la información 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 calibración se realizó apegándose a más datos experimentales.

La pregunta que se busca responder es qué canales pueden intervenir y cómo controlan
las características dinámicas relevantes de los trenes de oscilaciones de [Ca2+]i observados.
El objetivo es contrastar las diferentes hipótesis con base en sus implicaciones cuantitativas
con el fin de identificar las propiedades críticas que pueden usarse como guía para
desentrañarlas experimentalmente.

4.2 Metodología

4.2.1 Plataforma de modelación general

La estrategia para este modelo es describir la dinámica de la vía de señalización activada
por SAP para comprender cómo las fluctuaciones de [Ca2+]i se pueden controlar por
componentes moleculares propuestos. Se plantea un sistema de ecuaciones diferenciales
ordinarias acopladas para describir la dinámica del potencial de membrana y de las
concentraciones intraflagelares de tres componentes fisiológicos esenciales para la vía:
cGMP, protones y Ca2+. Estas cuatro variables dependen a su vez de las actividades de
diferentes canales iónicos y enzimas flagelares, cuyas dinámicas 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 derivación de cada una de las ecuaciones empleadas para modelar los
procesos de señalización y apertura de compuertas de canales iónicos se presenta en la
sección B.1.

4.2.1.1 Potencial de membrana

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

dV
dt

= − 1
Cm

(
IL + ∑

i
Ii

)
. (4.2.1)

Cada corriente, subindizada con la letra i, está asociada a un tipo de canal dado a ser
elegido de un conjunto de canales iónicos, i ∈ {KCNG, HCN, CaV, BK, CatSper}. Los
términos relacionados con cada corriente Ii están definidos de acuerdo con la ley de Ohm:

Ii = gi f o
i (V − Ei), (4.2.2)
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donde
Ei potencial de inversión asociado a la corriente del canal i

f o
i fracción de canales i abiertos que conducen la corriente

gi conductancia efectiva del canal i por unidad de área
La densidad de conductancia gi 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 tradición del modelo de HH, definimos un término de corriente de fuga
IL = gL(V − EL), el cual permite asegurar que el potencial de membrana en reposo
V̂ = Em se alcance asintóticamente al imponer la siguiente restricción sobre EL, dados los
parámetros y variables fi en el equilibrio:

EL = Em

(
1 + ∑

i

gi

gL
f̂iEi

)
. (4.2.3)

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

Como aclaración sobre la notación, a lo largo de esta sección, una variable dada x
adornada con un sombrero (x̂) se refiere al valor de dicha variable en el equilibrio.

4.2.1.2 Concentración de nucleótidos cíclicos

Las concentraciones de los segundos mensajeros cGMP y cAMP aumentan en el flagelo
del espermatozoide en respuesta a los estímulos de SAP. Estos nucleótidos afectan la
permeabilidad de varios canales iónicos controlados por nucleótidos, a su vez cambiando
el potencial de membrana. Teniendo en cuenta que el cGMP es el nucleótido que muestra
los cambios más grandes después de la unión de SAP y que la liberación de su análogo
fotoactivable dentro del flagelo es suficiente para producir una respuesta muy similar a la
provocada por el ligando fisiológico (Figura 1.3), el análisis posterior se restringió a este
nucleótido, ignorando el papel eventual del cAMP. La concentración intraflagelar de cGMP

se denota por G y su dinámica se describe por la siguiente ecuación diferencial:

dG
dt

= σG − δGG + θGρG. (4.2.4)

En esta ecuación, se sugiere que las actividades de guanilato ciclasas y fosfodiesterasas
generales conducen a un cambio constitutivo de cGMP, con una fuente constante, σG, y una
constante de degradación δG. En ausencia de una señal de SAP, este recambio resulta en una
concentración estacionaria en reposo de cGMP, derivada como Gr = σG/δG. Otra suposición
esencial para el modelo es que este recambio se ve perturbado por la producción de cGMP

a cargo de la actividad de los receptores estimulados por SAP, descrito por el término ρG.
G se comparó con datos provenientes de experimentos de población de células en

solución, en los cuales se reportan medidas de cGMP total por radioinmunoensayo [6]. Dado
que la variable G representa la concentración intraflagelar efectiva de cGMP disponible
para generar una respuesta en un espermatozoide, más específicamente, capaz de unirse al
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KCNG, fue necesario introducir un factor de escalamiento para el término ρG. Este factor, θG,
consiste del producto del volumen flagelar (v f ), capacidad de amortiguamiento de cGMP
en el flagelo (BG) y la constante de Avogadro (NA). De esta forma, sólo una fracción del
cGMP total sintetizado por los receptores activos participa en la respuesta de señalización
y la señal de G se sitúa dentro del rango de sensibilidad nm reportado para el canal KCNG

[16] (SecciónB.1.2).

4.2.1.3 Concentración de protones

La permeabilidad de algunos canales se ve afectada por la concentración citoplásmica de
protones. La concentración intraflagelar de protones, denotada por H, se describe mediante
la siguiente ecuación diferencial:

dH
dt

= σH − δH H − JH

v f
, (4.2.5)

que supone una fuente de protones intraflagelares σH, un recambio basal δH y el eflujo
de protones JH mediado por la actividad del intercambiador Na+/H+ específico de esper-
matozoides (sNHE). Este último término está dividido por el volumen flagelar (v f ) a fin
de transformar el flujo en unidades de cambios de concentración. Los valores de los pará-
metros están restringidos al imponer que la concentración basal de protones, obtenida al
resolver H para el equilibrio, sea 7.943× 10−8

m (pHi=7.1, Tabla B.1). Los cambios relativos
de H en el tiempo se comparan con señales de sondas fluorescentes sensibles al pH, ya
sean medidas en poblaciones de espermatozoides [48] o en células individuales [49].

4.2.1.4 Concentración de calcio intraflagelar

La concentración intraflagelar de Ca2+, representada por la variable C, es la observable
principal de este estudio. Su dinámica está descrita por la siguiente ecuación diferencial:

dC
dt

= σC − δCC−
s f

2v f F∑
j

Ij, (4.2.6)

con j ∈ {CaV, CatSper}. Al igual que en el caso de los componentes anteriores, se consi-
deran que las diferentes fuentes y sumideros del Ca2+ intraflagelar resulta en una tasa
de producción constante σC y una tasa de recambio basal δC. La dinámica de [Ca2+]i está
controlada además por las actividades de canales de calcio, descritas por el tercer término
en la ecuación como la suma de las densidades de corriente iónica reescaladas por la
relación del área de la membrana del flagelo (s f ) sobre el producto de la carga iónica
del calcio, el volumen flagelar (v f ) y la constante de Faraday (F). La lista de corrientes a
considerar dependerá del escenario que se analice.

La variable C se comparará con los datos medidos por sondas fluorescentes sensibles al
Ca2+, ya sea en células individuales o en poblaciones [6, 8, 9]. Se usarán medidas de células
individuales para analizar la estructura temporal y la magnitud de los picos de [Ca2+]i,
mientras que las mediciones de la población dan solo información sobre la envolvente del
tren de fluctuaciones.
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4.2.2 Implementación computacional y estimación de parámetros

Los sistemas de ecuaciones diferenciales se resolvieron numéricamente con Mathematica
11, XPPAUT 8 ó R (utilizando el paquete deSolve). XPPAUT 8 se usó para los análisis
de bifurcaciones (ver abajo). Mathematica se utilizó además para hacer estimación de
parámetros ajustando los modelos a observaciones experimentales usando la función
Nonlinearmodelfit con el método de optimización Differential Evolution con restric-
ciones.

En el análisis se delimitaron módulos que incluyen un subconjunto específico de las
variables presentadas anteriormente. Algunos de estos módulos se usaron para hacer la
estimación de parámetros y algunos se usaron para analizar propiedades específicas. El
ajuste del módulo disparador se realizó en dos partes:

El espacio de estados comprendido por las variables (S, RH, RL, G), que incluye las
reacciones que involucraban al receptor SAP (Ecuación B.1.3) y la dinámica del cGMP
(Ecuación 4.2.4), se ajustó a los datos cinéticos de cGMP medidos en poblaciones
de células [6]. Los datos se extrajeron de la publicación y están expresados en
unidades de pmol por 108 células. Se hizo un ajuste simultáneo sobre las curvas
de cGMP obtenidas bajo diferentes concentraciones de SAP [6] (Figura B.1). Para
dicho ajuste, no se incluyó el parámetro θG (descrito en la sección 4.2.1.2), ya que los
datos experimentales usados para la calibración de G corresponden a concentraciones
totales de cGMP y la introducción de dicho parámetro sólo es pertinente en la
dinámica de apertura de KCNG.

Las variables restantes del módulo, ( f o
kn, f o

hc, V), que involucran los cambios electro-
fisiológicos tempranos provocados por SAP, i. e. hiperpolarización y repolarización
debido a la apertura de KCNGy spHCN, respectivamente. Primero se hizo el ajuste
de parámetros de compuerta de los canales iónicos: 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 parámetros de densidad de
esos canales junto con BG (incluido como parámetro libre en el factor de escalamiento
θG), esto mediante el ajuste de la dinámica de V con los datos cinéticos de [18],
que comprenden la respuesta temprana del cambio de potencial de membrana. En
este módulo, debido a que sólo era de interés explicar el comportamiento transi-
torio temprano en términos de estos dos canales, sólo se consideraron los datos
correspondientes al primer segundo de la serie de tiempo.

Para poder calibrar este módulo, se hizo la suposición de que la dinámica general tanto
en los regímenes de célula individual como en los de población puede ser comparable
utilizando un factor de escalamiento; este factor depende del término del volumen flagelar
para convertir la señal de cGMP en una concentración efectiva con un efecto fisiológico a
nivel de célula individual (ver parámetro θG, sección 4.2.1.2).

Para estudiar la dinámica del calcio intraflagelar, se exploró la posible contribución de
diferentes canales bajo dos escenarios principales.

En un escenario, el modelo presenta el módulo CaV + BK y tiene el espacio de estado
(S, RH, RL, G, f o

kn, f o
hc, V, f o

cv, f c
cv, f o

bk, C). La estimación de los parámetros de CaV
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se basó en las características de los canales de Ca2+ 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), además de seguir criterios que favorecieran la
generación de oscilaciones de calcio en rangos fisiológicamente razonables.

En el escenario alternativo, el modelo presenta al módulo CatSper + sNHE y tiene
el siguiente espacio de estado (S, RH , RL, G, f o

kn, f o
hc, V, mcs, hcs, f a

nh, C, H). Se
establecieron los parámetros de compuerta de CatSper para situar su rango de
sensibilidad a Ca2+

i y pHi dentro de los rangos de valores fisiológicamente alcanzables
en una respuesta por SAP (Figura B.3).

4.2.3 Parametrización en escenarios mixtos

También se analizaron mezclas de los módulos CaV+BK y CatSper+sNHE, creando así
el modelo más extendido con espacio de estado (S, RH, RL, G, f o

kn, f o
hc, V, f o

cv, f c
cv, f o

bk,
mcs, hcs, f a

nh, C, H). Además, fue necesario introducir un parámetro de ponderación, θ,
para controlar directamente la contribución de los módulos; éste parámetro modula a las
densidades de conductancia de CatSper, CaV y BK de la siguiente manera:

Ics = (1− θ) (gcsmcshcs(V − ECa)) , (4.2.1a)

Icv = θ (gcv f o
cv(V − ECa)) , (4.2.1b)

Ibk = θ (gbk f o
bk(V − EK)) . (4.2.1c)

A partir de las ecuaciones anteriores, se puede expresar una relación de la conductancia
máxima efectiva de Catsper con respecto a la de CaV:

rg =
(1− θ)gcs

θgcv
. (4.2.2)

Siempre tomando al módulo CatSper+sNHE como punto de partida, el análisis de escena-
rios mixtos se dividió en tres partes: a) Añadir sólo canales CaV, b) añadir sólo canales BK,
y c) añadir CaV+BK. Debido a que los parámetros que controlan el estado de equilibrio en
reposo difieren entre los dos módulos alternativos (gL y δC, ver Tabla B.1), para asegurar la
recuperación consistente de los comportamientos predichos por cada módulo en los casos
extremos (θ=0 y θ=1), se reescalaron estos parámetros de una forma dependiente de θ de
acuerdo con las siguientes fórmulas:

δC = δcs
C + θ(δcv

C − δcs
C ), (4.2.3a)

gL = gcs
L + θ(gcv

L − gcs
L ), (4.2.3b)

donde los superíndices cs y cv etiquetan a las variantes de los parámetros según el módulo
al cual pertenecen (CatSper+sNHE y CaV+BK, respectivamente).
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4.2.4 Consideraciones para el sistema en reposo y condiciones iniciales

Las condiciones iniciales de las variables de compuerta de KCNG, spHCN, CaV , BK y sNHE,
así como los parámetros σC, EL y δH, se calcularon al resolver el sistema en equilibrio
en ausencia de SAP, es decir, igualando cada una de las ecuaciones diferenciales a 0. Las
observables fisiológicas G, C, H y V se inicializaron en sus respectivos valores de reposo
reportados en la literatura (Tabla B.1). Los parámetros que rigen la activación 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 estimulación [84, 85], mientras que el
flujo efectivo máximo de protones por sNHE, Jmax, se ajustó para acotar el pHi máximo
alcanzable en ∼ 7.7, luego de una estimulación fisiológica por SAP [56, 76].

4.3 Resultados

4.3.1 Una red de señalización modular

El modelo cinético de la red señalización que se plantea aquí se ilustra en la Figura 4.1.
La red está organizada en tres módulos: un módulo disparador, que incluye la unión de SAP

a su receptor, las reacciones que generan la respuesta de cGMP y la típica caída transitoria
del potencial de membrana V, y dos módulos alternativos conectados inmediatamente al
potencial de membrana que generan la respuesta oscilatoria de [Ca2+]i. El módulo CaV + BK

incluye los canales de calcio dependientes de voltaje y los de potasio Ca2+
i-dependientes

BK; mientras que el módulo CatSper + sNHE está compuesto por CatSper, el canal específico
de espermatozoide, dependiente de voltaje, pHi y Ca2+

i, y también la concentración de
protones intraflagelares junto con el intercambiador de sodio/protón dependiente de
voltaje, específico de espermatozoide. La estructura modular facilitó el análisis 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
módulo se concentra en la Sección B.2.

Teniendo en cuenta que todos los componentes del módulo superior son independientes
de las variables de los módulos alternativos, primero se desarrolló el módulo disparador,
esto de forma aislada de la dinámica subsecuente que se involucra directamente con el
calcio. Al hacerlo, se aseguró que este primer módulo se ajustara cuantitativamente a series
de tiempo de potencial de membrana [18] y cGMP [6], ambas medidas en poblaciones de
espermatozoides estimulados con SAP (Subsección B.1.1). Los valores de los parámetros
obtenidos en este módulo se mantuvieron para los análisis posteriores de la dinámica de los
componentes río abajo. En dichos análisis, el ajuste de los módulos que presentaban canales
de Ca2+ se realizó buscando que, dada la entrada del módulo 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 módulos putativos estuvieron restringidos
por dos conjuntos de datos independientes, río arriba y río abajo. Por lo tanto, mediante
el acoplamiento de los módulos CaV + BK y CatSper+sNHE al módulo disparador, se
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módulo disparador

módulo CatSper+sNHE
módulo CaV+BK

Figura 4.1: Organización modular de la red de señalización transductora de la señal de SAP
hacia trenes de oscilaciones de calcio. Se muestra la separación en 3 módulos, enlazados a través
de la variable del potencial de membrana (V). En el módulo disparador (descrito por las variables
S, RH , RL, G, f o

kn, f o
hc) los receptores (R) captan moléculas de SAP (S) y transitan irreversiblemente

por tres estados, cada uno con menor actividad de guanilato ciclasa: Alta (RH), baja (RL) e inactiva
(Ri); el cGMP sintetizado por estos receptores abre a los canales KCNG, (KCNGO), 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
(HCNO), los cuales ejercen la acción opuesta sobre V al conducir una corriente entrante catiónica.
Se presentan dos módulos alternativos para explicar los trenes de oscilaciones de calcio: uno que
incluye a canales clásicos voltaje dependientes y canales BK, y otro que considera a CatSper, al
intercambiador sNHE y concentración de protones. Hay que notar en el módulo CaV, el canal de
calcio sólo es dependiente de voltaje, mientras que CatSper tiene triple regulación (Ca2+, 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 [Ca2+]i.

4.3.2 Módulo disparador de la respuesta activada por SAP

El cGMP es el componente central del módulo disparador de transducción de señal de
SAP. Se eleva en respuesta a la actividad de guanilato ciclasa inducida por la activación
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 rápida que alcanza su nivel máximo antes de ≈400 ms y rápidamente
cae a una pseudo-meseta que decae lentamente durante varios segundos, esto según lo
reportado en [6]. Para explicar la dinámica bifásica 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, Subsección B.1.1).

Primero se ajustó la cinética de activación del receptor y la generación de la señal de
cGMP con datos publicados de ensayos en poblaciones de espermatozoides estimulados
con pulsos de SAP desenjaulado, en un rango de concentración que abarca varios órdenes
de magnitud [6]. Esto permitió encontrar constantes cinéticas para las transiciones del
estado de los receptores, así como la síntesis y la degradación de cGMP (Figura B.1). Antes
de calibrar el voltaje y la dinámica de los canales iónicos, y para luego poder calibrar
los módulos alternativos de oscilaciones de calcio, se utilizaron factores adecuados para
extender las simulaciones a regímenes de células individuales. Hay que recordar que las
series de tiempo experimentales usadas en este módulo vienen de poblaciones de células.
Con estos factores se pueden convertir las cantidades totales de cGMP en una concentración
efectiva capaz de abrir canales de KCNG en un flagelo de espermatozoide (sección 4.2.1.2).

Los parámetros 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 caída transitoria temprana
del potencial de membrana y de forma parcial la recuperación de éste mismo (Figura 4.2).
Para ilustrar la contribución separada de cada canal, se muestra un caso de referencia
donde KCNG es el único canal presente (línea punteada en la Figura 4.2) y, como se
esperaba, su apertura lleva al potencial de membrana hacia EK (potencial de Nernst de
potasio) ≈−80 mV. Este último valor de referencia plantea un límite para V, el cual queda
por debajo del valor mínimo alcanzado de V en la simulación 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 únicamente están presentes estos dos canales, no es posible
encontrar una combinación 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
hiperpolarización transitoria por KCNG. Lo anterior evidencía que la recuperación total del
voltaje requeriría de la actividad de otro tipo de canales iónicos adicionales, que llevaran
corrientes despolarizantes y que se activaran por estas mismas, e. g. canales de calcio.

4.3.3 Dos módulos de señalización candidatos pueden explicar la estructura de los trenes de
oscilaciones de calcio

Dos módulos de señalización alternativos, etiquetados como CaV + BK y CatSper+sNHE,
pueden explicar la envolvente característica y el intervalo creciente entre picos consecutivos
de [Ca2+]i cuando se acoplan por aparte al módulo disparador (ver Figura 4.1). Estos
módulos están compuestos de combinaciones de canales iónicos y transportadores. Estas
combinaciones específicas 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 módulo
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Figura 4.2: Solución numérica del módulo disparador con S(0)=25 nm. Los datos experimentales
se extrajeron directamente de figuras publicadas en la literatura (cGMP de [6], V de [18]). Se escogió
como referencia la estimulación de un pulso inicial de 25 nm SAP, ya que en esta concentración se
satura la respuesta de V.

disparador (Figura 4.2). En otras palabras, las soluciones numéricas de estos módulos
conducen a trenes de oscilaciones de [Ca2+]i 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 módulos
y sus propiedades se describen por separado en las siguientes dos secciones.

4.3.3.1 Módulo CaV+BK y sus propiedades dinámicas

En la literatura sobre señalización de SAP en espermatozoides de erizo de mar, los
primeros canales de Ca2+ que se plantearon como posibles participantes en la vía fueron
los CaV; siguiendo esta misma cronología, se presenta primero el análisis de su módulo
correspondiente. La estructura del módulo se presenta en la Figura 4.1, la cual se caracteriza
por la inclusión de canales CaV y canales BK (de potasio dependientes de Ca2+). En dicho
modelo cinético, se plantea que los canales CaV 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 [Ca2+]i provocados por SAP en flagelos de espermatozoides
de erizo de mar y su modelación..(A) Ejemplos de series de tiempo de [Ca2+]i medidas con sondas
fluorescentes en flagelos de espermatozoides individuales de S. purpuratus, los cuales fueron
pegados a un cubreobjetos y estimulados con un análogo de speract desenjaulado por luz UV. (B)
Dinámicas de calcio generadas por soluciones numéricas del modelo que incluye al módulo CaV +
BK o el módulo CatSper + sNHE, acoplado con el módulo disparador. (C) Organización temporal
del intervalo entre picos consecutivos. En gris se muestran estimaciones provenientes de mediciones
experimentalmente en más de 100 flagelos, donde los puntos grises señalan la mediana, y la banda
gris el rango intercuartil; las mismas medidas hechas sobre la solución numérica de los módulos
alternativos se muestra en negro

las tasas de transición están controladas por voltaje de forma no lineal. Sólo el estado abierto
de CaV conduce las corrientes entrantes de Ca2+ que tienden a despolarizar la membrana.
Siempre que la magnitud de las tasas de transición entre estas formas sean comparables
entre sí, estos canales dan lugar a un ciclo límite estable (un atractor que describe una
trayectoria periódica) que, como se presenta más adelante (Figura 4.5B, gbk = 0), tiene
un período constante y una amplitud relativamente pequeña en comparación con los de
la Figura 4.3. El hecho de que el período predicho por estos canales solos es constante
sería incompatible con el aumento progresivo de los intervalos entre picos observados
experimentalmente. Este desacuerdo con las observaciones hizo necesario considerar la
acción de otro canal en el módulo, i. e. BK, que una vez acoplado con CaV introduce un
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retraso en el intervalo entre los picos progresivamente creciente y también aumenta la
amplitud de éstos últimos.

La solución numérica para las variables en el módulo CaV + BK (S, RH, RL, G, f o
kn, f o

hc,
V, f o

cv, f c
cv, f o

bk, C) se muestra en la Figura 4.4, para los parámetros de referencia (Tabla B.1).
El ascenso y el decaimiento lento del cGMP producido por el módulo disparador conduce
a un tren de oscilaciones de [Ca2+]i con una envolvente que sigue de cerca la forma de la
señal del cGMP (Figura 4.4A) y un intervalo creciente entre los picos. La hiperpolarización
transitoria inicial (Figura 4.4D), impulsada por la apertura de KCNG y la corriente iónica
consecuente ( f o

kn y Ikn ), precede y desencadena el primer pico de [Ca2+]i (C). El nivel más
bajo de las oscilaciones de [Ca2+]i está muy por encima de la concentración basal de este
catión y la meseta sobre la cual están montadas las oscilaciones, que se aproxima a 500 nm,
se mantiene hasta por ≈ 17 s. Un comportamiento oscilatorio con un período similar, pero
con fases diferentes, se observa en la dinámica de apertura de canales (Figura 4.4B) y las
respectivas corrientes (C), así como el potencial de membrana (D).

La dinámica temporal de las fluctuaciones de [Ca2+]i predicha por este módulo puede
explicarse cualitativamente. La hiperpolarización inducida por KCNG permite la transición
de CaV del estado inactivo al cerrado y la recuperación de V mediada por spHCN permite
la apertura de estos canales cerrados. La corriente llevada por los canales CaV abiertos
superaría la fuerza hiperpolarizadora de KCNG y por lo tanto despolarizaria la membrana
transitoriamente a medida que los iones Ca2+ fluyen. Esta misma despolarización conduce
a la inactivación de los canales de CaV, lo cual dejará 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 [Ca2+]i. De esta manera,
hay un acoplamiento de las corrientes hiperpolarizantes netas con la amplitud del pico de
[Ca2+]i anterior, lo cual lleva a decir que cuanto menor sea el pico de calcio, BK reiniciará
el ciclo con menor fuerza.

La envolvente de los picos [Ca2+]i sigue de cerca la de los niveles de cGMP. Esto llevó
a especular que el evolución temporal de cGMP podría 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 parámetro; para esto las variables del módulo disparador se
ignoran, quedando así un espacio de estados reducido a las variables ( f o

kn, f o
hc , V, f o

cv , f c
cv,

f o
bk , C); para este último modelo se analizaron los cambios cualitativos de los niveles de

[Ca2+]i y sus períodos presentes en estados estacionarios al variar el parámetro G. A esto se
le conoce como análisis de bifurcaciones en la teoría de sistemas dinámicos, el cual es útil
para caracterizar las propiedades globales de un sistema de ecuaciones diferenciales, en
particular la dependencia de comportamientos asintóticos sobre un parámetro de interés
dado (parámetro de bifurcación). Estos comportamientos pueden corresponder a atractores
de punto fijo (invariantes en el tiempo) o ciclos límite (periódicos 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 parámetro de interés, se dice que una bifurcación
ha ocurrido.

Al variar G en este subsistema, el diagrama de bifurcaciones presenta 5 puntos de
bifurcación (Figura 4.5A, etiquetados del I al V). En I, por medio de una bifurcación tipo
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Figura 4.4: Dinámica del modelo que acopla el módulo que CaV+BK con el módulo disparador.
Al igual que en la figura anterior, se usa un estímulo inicial S(0)=25 nm. 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 iónicas
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 límite. Cuando se llega a II, el ciclo límite desaparece dando
lugar nuevamente a un equilibrio estacionario estable por medio de una bifurcación tipo
Hopf inversa. Más adelante en III, se llega a una bifurcación, 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 último equilibrio
inestable, se llega a otro estable por medio de la bifurcación 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: Análisis de bifurcación del modelo con el módulo CaV + BK. En este análisis, cGMP es
una entrada constante, i. e. G es el parámetro de bifurcación y las variables río arriba son ignoradas,
reduciendo así el espacio de estado a ( f o

kn, f o
hc , V, f o

cv , f c
cv, f o

bk, C). (A) Diagramas de bifurcación
calculados con XPPAUT usando los parámetros de referencia (Tabla B.1). Arriba: los gráficos
muestran la variable C como una función del parámetro de entrada G. Las líneas continuas gruesas
son equilibrios estables, las discontinuas indican equilibrios inestables, las continuas delgadas son
los máximos y mínimos de ciclos límite estables. Los puntos de bifurcación están marcados con
números romanos (I-V). Los círculos grises numerados indican el valor de los máximos de los picos
consecutivos obtenidos al resolver numéricamente el modelo completo (ver Figura 4.4). Abajo: las
líneas continuas representan el período de los ciclos límites estables en función de la entrada G.
Los círculos grises numerados corresponden al intervalo entre picos de las soluciones numéricas,
tal como en el gráfico superior. (B) Diagramas de bifurcación parametrizados por la densidad
de conductancia de BK. Arriba y abajo: las líneas son como en los gráficos en (A), por claridad
se omiten los mínimos y máximos de los ciclos límite. Los números en el rango de 0.0 a 1.1 son
múltiplos del valor de referencia de la conductancia de BK, gbk (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 bifurcación tipo cúspide definida en
un espacio de mayor dimensión, lo cual se corrobora en el panel B de la misma figura.
Finalmente, el último estado de equilibrio estable, de nuevo por medio de una bifurcación
tipo Hopf directa, da lugar a otro ciclo límite.

El período del ciclo límite en la rama superior aumenta a medida que disminuye la
concentración de cGMP (Figura 4.5B, abajo), no así en el caso del ciclo límite de la rama
inferior, donde el período muestra la tendencia contraria con un grado de cambio menos
pronunciado. Además existe una diferencia considerable entre ambos ciclos límite en
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cuanto a su amplitud, demarcada por los mínimos y máximos de Ca2+ en el diagrama de
bifurcaciones.

Para entender mejor el papel modulador del canal BK sobre la dinámica de calcio
en un escenario dependiente de CaV, se hicieron diagramas de bifurcación 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
límite que corresponden a las líneas inferiores y superiores no se muestran por claridad.
En el análisis de bifurcación, el caso extremo donde gbk = 0, es decir, la variante del
modelo que solamente presenta canales CaV, predice la existencia de una sola rama para
la concentración de calcio. En el panel inferior, se muestra para este caso, que el período
del ciclo límite asociado tiene un valor constante de aproximadamente 0.2 s (ver la línea
etiquetada como 0.0, i. e. gbk = 0.0, en Figura 4.5B, abajo). La adición gradual de BK
muestra como se va generando una biestabilidad (Figura 4.5B), y exhibe la aparición de
un ciclo límite superior dentro del rango de valores de G observado en Figura 4.5A. El
comportamiento de los períodos asociados a los distintos valores de gbk se muestra en el
panel inferior de la Figura 4.5B. En una representación tridimensional, con gbk como uno
de los ejes, el patrón de bifurcaciones es una cúspide con ciclos límite sobrepuestos. La
presencia del nuevo atractor periódico superior posibilita que el piso de las fluctuaciones
de [Ca2+]i se sitúe en una meseta por encima del nivel basal, y que tanto la amplitud de las
fluctuaciones como el intervalo creciente entre los picos sean más cercano a la respuesta
fisiológica. Lo anterior implica que las propiedades mencionadas vienen dadas gracias al
acoplamiento de los canales CaV y BK.

Los parámetros se han elegido de manera que los valores de cGMP superen transitoria-
mente el punto de bifurcación que fuerza al sistema a oscilar en el ciclo límite superior y
caer en al ciclo límite inferior después de que la disminución de cGMP hace atravesar al
sistema por la bifurcación de nodo-silla (IV). Esto explica la caída abrupta y las oscilaciones
de baja amplitud que persisten después de ésta, las cuales son particularmente visibles
en la solución numérica de V (Figura 4.4D). Si el valor de gbk se incrementara arriba
del de referencia usado en el panel A, por ejemplo, multiplicado por un factor de 1.1, la
bifurcación nodo-silla ocurriría en un valor de G más bajo y estas fluctuaciones de baja
amplitud no estarían 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 más fácil de entender: la unión de
SAP a su receptor produce una actividad de cGMP sostenida pero decreciente, que lleva al
sistema a acercarse asintóticamente 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 período de los atractores (comparar los círculos grises numerados que corresponden a la
solución del sistema, tomando en cuenta la variación temporal del G como en Figura 4.4,
con los valores dictados por los ciclos límite asintóticos 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 límite coexisten. De lo reportado en la literatura, sólo se ha observado experi-
mentalmente dinámicas que corresponderían al ciclo límite superior. Muy probablemente,
si el inferior estuviera presente, no se detectaría debido a que su amplitud es pequeña y lo
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más probable es que dichas oscilaciones estén enmascaradas por las limitaciones propias
de la técnica de medición.

4.3.3.2 Módulo CatSper + sNHE y sus propiedades dinámicas

Ahora consideremos el módulo alternativo cuyo componente central es CatSper, el canal
de Ca2+ que recientemente se ha implicado en la VSAS. Para modelar la dinámica de apertura
de CatSper, se emplearon dos variables independientes: una compuerta modulada por pHi

y voltaje, y otra dependiente de calcio intracelular. La fracción de canales abiertos está dada
por el producto de las fracciones de estas dos compuertas abiertas (Ecuación B.1.8). Otras
variables adicionales incluidas en el módulo, son la concentración intraflagelar de protones,
H, y la fracción de intercambiadores Na+/H+ activos, f a

nh. De esta forma, el modelo que
resulta de acoplar este módulo con el módulo disparador presenta el espacio de estado (S,
RH, RL, G, f o

kn, f o
hc, V, f o

cs, fnh, C, H); en la figura 4.6, se muestra una solución numérica
con las mismas condiciones de estimulación utilizadas en el modelo anterior.

El ascenso y la caída del cGMP, producidos por el módulo 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 [Ca2+]i está
cerca o incluso ligeramente por debajo del nivel de reposo, en contraste con las oscilaciones
predichas por el módulo alternativo (ver figuras 4.3 y 4.4). Un comportamiento oscilatorio
con un período similar, pero con diferentes fases, se observa en la dinámica de las fracciones
de canales abiertos (Figura 4.6B), las corrientes iónicas respectivas (C), así como el potencial
de membrana y la concentración de protones (D).

En comparación con el módulo CaV + BK, el patrón de las oscilaciones de [Ca2+]i del
módulo CatSper tiene una forma diferente. Los picos individuales son más prolongados y el
nivel mínimo correspondiente es relativamente más corto. El decaimiento de la envolvente
del tren de oscilaciones es menos pronunciado bajo los parámetros de referencia de CatSper
que en el módulo CaV + BK, mientras que el aumento progresivo del intervalo entre picos
es más marcado que el presentado en la sección anterior. Es notable que el módulo CatSper
no predice la meseta sostenida del piso de las oscilaciones de calcio, recuperada en el
módulo CaV + BK. Finalmente, entre otras diferencias interesantes entre los dos módulos
es la envolvente de los picos del potencial de membrana, V. La amplitud de los picos
disminuye progresivamente en el caso de CaV + BK, pero aumenta en el módulo CatSper
(ver figuras 4.4D y 4.6D, respectivamente).

La lógica detrás del origen del ciclo límite en este módulo es cualitativamente sencilla.
La hiperpolarización aumenta la actividad del intercambiador Na+/H+ que promueve la
extrusión de protones y por consecuencia aumenta el pHi. Ante esta alcalinización del
flagelo, la curva de sensibilidad de CatSper a voltaje se desplaza a valores más bajos de
V (ver Figura B.3D) y algunos de estos canales comienzan a abrirse. El flujo entrante
de Ca2+ despolariza la membrana, lo cual que a su vez tiende a aumentar aún más la
fracción de canales CatSper abiertos, creándose un ciclo de retroalimentación positiva.
Sin embargo, esta misma despolarización progresiva también reduce la actividad del
intercambiador y del canal spHCN, lo cual ocasiona respectivamente que el pHi tienda a
volver a su nivel basal y que la fuerza despolarizante del último canal se vea cada vez más
disminuida. Esto lleva a la curva de sensibilidad de CatSper a voltaje de vuelta hacia valores
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Figura 4.6: Dinámica del modelo que acopla el módulo CatSper + sNHE con el módulo dispara-
dor. Al igual que en la figura anterior, se usa un estímulo inicial S(0)=25 nm. De arriba a abajo, se
muestra respectivamente: (A) C junto con G reescalada, (B) fracciones de canales abiertos, (C) las
corrientes iónicas de los canales, (D) potencial de membrana.

más altos, tal como sucede en el estado de reposo. Además, aunado a la inactivación 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 despolarización creciente), un aumento transitorio en el pHi y la recuperación
de las corrientes de CatSper que superan las corrientes hiperpolarizantes.

Como en el caso del módulo CaV + BK, el análisis de bifurcaciones del modelo que
cuenta con el módulo CatSper, pero con la entrada G constante, revela una estructura
dinámica bastante compleja. El sistema muestra una cúspide que implica dos bifurcaciones
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Figura 4.7: Análisis de bifurcación del modelo con el módulo CatSper + sNHE. Al igual que en
el módulo anterior, cGMP es una entrada constante, i. e. , G es el parámetro de bifurcación y todas
las variables río arriba son ignoradas, reduciendo así el espacio de estado a ( f o

kn, f o
hc , V, fnh, mcs ,

hcs, C, H). Arriba: La gráfica muestra la variable C como una función de G. Las líneas continuas
gruesas corresponde a equilibrio estables, mientras que la discontinua indica equilibrio inestable,
caracterizado con XPPAUT. Las líneas punteadas se refieren a los máximos y mínimos del ciclo
límite estable obtenido por solución numérica del sistema mediante condiciones iniciales aleatorias.
Los círculos grises numerados indican los máximos de los picos consecutivos obtenidos resolviendo
numéricamente el modelo completo, correspondiente a los representados en la figura 4.6. Abajo:
las líneas punteadas representan el período del ciclo límite estable en función del parámetro G,
obtenido por soluciones numéricas. Los puntos grises numerados corresponden al intervalo entre
picos obtenidos de soluciones numéricas, como en el gráfico superior.

de nodo-silla, la cual, en contraste con el módulo CaV + BK, se encuentra en un rango de
valores de G cercanos al reposo, para los cuales dos equilibrios estables de calcio coexisten.
A valores más elevados de cGMP, tiene lugar un régimen donde la solución de equilibrio
estable coexiste con un ciclo límite estable, cuyos máximos y mínimos están indicados por
una línea de círculos negros en el gráfico 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 bifurcación que delimiten el tránsito de un comportamiento al otro,
en los extremos de dicho rango. Sin embargo, para este caso, con el software de análisis
de bifurcación que se ha estado implementado (XPPAUT), no fue posible determinar
dichos puntos ni el ciclo límite. De hecho, el ciclo límite estable se detectó resolviendo el
modelo numéricamente, explorando el espacio fase mediante aleatorización de condiciones
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iniciales del sistema y dejándolo evolucionar por tiempos largos (>5× 105 iteraciones).
También una exploración sobre condiciones iniciales entre los dos atractores, sugiere que
una posible presencia de cuencas de atracción altamente entrelazadas, lo cual dificulta
cálculos numéricos.

Para este escenario, así como fue el caso del modelo CaV + BK, la amplitud disminuye
y el período del ciclo límite 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 análisis de bifurcaciones, podemos abordar el problema de estudiar la variación
los patrones de fluctuaciones de [Ca2+]i considerando a G como una variable dependiente
del tiempo (Figura 4.6). En un inicio el cGMP presenta un aumento brusco en su concentra-
ción, y el sistema cae dentro de la cuenca de atracción del ciclo límite determinado para
valores constantes de G. Al retornar cGMP lentamente a su nivel basal, los transitorios
a esos ciclos límite van disminuyendo. Esto puede apreciarse por medio de los círculos
vacíos de la Figura 4.7, donde se observa una disminución de la amplitud de los picos y
un aumento de los intervalos entre picos sucesivos. Las diferencias entre los valores de
amplitud y período predichos en el escenario con valores fijos de G (círculos negros), y
los picos más realistas obtenidos cuando G evoluciona con su dinámica original (círculos
vacíos numerados en Figura 4.7), son más marcadas en este módulo que en el caso CaV +
BK.

4.3.4 Los módulos CaV+BK y CatSper+sNHE predicen respuestas distintivas ante manipulaciones
controladas del pHi y V

Una de las formas más directas de distinguir cuál de los dos módulos es el más adecuado
para describir la estructura esencial de la vía activada por SAPs, es poner a prueba su
acoplamiento con el pHi. Si sNHE y [H]+ se acoplaran con el módulo CaV+BK, el primero se
activaría mediante la hiperpolarización transitoria, y la concentración de protones resultaría
ser sólo una variable de salida, en el sentido de que el pHi no retroalimenta a ninguno de
los procesos que determinan las fluctuaciones del calcio; en otras palabras, la concentración
de protones no aparece en ninguna de las ecuaciones que rigen las variables de esa variante
del modelo. Por lo tanto, este módulo predeciría que los cambios en el pHi no conducirían
a cambios en los trenes de fluctuaciones de [Ca2+]i. Por el contrario, en el módulo CatSper,
la dinámica del protones está estrechamente unida a las oscilaciones de calcio y es una
parte esencial de los mecanismos que subyacen al comportamiento oscilatorio. Durante el
análisis de la dependencia del módulo CatSper sobre los parámetros, sistemáticamente se
encontró que las oscilaciones de [Ca2+]i eran concomitantes con oscilaciones de pHi, con
el mismo período, aunque con diferencia de fase. Parámetros que conducen a dinámicas
de protones más lentas, tales que las oscilaciones de pHi desaparecieran, imposibilitaron
soluciones numéricas periódicas que dieran lugar a trenes de oscilaciones de [Ca2+]i. La
dependencia diferente de los dos módulos sobre el pHi ofrece una pauta que ayude a
distinguir su posible papel experimentalmente.

Supongamos que uno puede elevar artificialmente y fijar el pHi del flagelo. En esta
situación, el módulo CaV+BK predeciría que las fluctuaciones de calcio no se verían
afectadas, mientras que el módulo CatSper predice que la subida sostenida del pHi
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cancelaría las fluctuaciones de [Ca2+]i y este catión se mantendría a una concentración
más alta. Este efecto se ilustra en la figura 4.8, donde también se superponen resultados
del registro de la dinámica de [Ca2+]i en presencia de cloruro de amonio (NH4Cl) (un
compuesto usado para elevar el pHi y que podría suponerse que lo hace sin afectar ninguno
de los otros canales modelados aquí). Como se observa en el trazo experimental, se da
lugar a una dinámica que es cualitativamente similar a la predicha por el módulo pH-
dependiente CatSper. Si bien las variables del pHi y sNHE no están incluidas en el módulo
CaV+BK, sí pueden acoplarse directamente a dicho módulo debido a que, por la misma
forma en cómo están modeladas, entrarían como variables pasivas, i. e. no tendrían ningún
efecto en las otras variables pertenecientes al módulo (Figura 4.1).
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Figura 4.8: Los módulos CaV+BK y CatSper+sNHE predicen respuestas distintivas a la manipu-
lación 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 parámetros de referencia). En el
caso de la gráfico inferior del panel A, las variables del pHi y el sNHE están acopladas con los
mismos parámetros de referencia usados en el módulo 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 línea 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 característica distintiva de los dos módulos alternativos es el hecho de que en
estado de reposo el módulo CaV + BK tiene un único equilibrio estable, mientras que el
módulo alternativo con CatSper predice la coexistencia de dos equilibrios estables posibles,
caracterizados por [Ca2+]i en niveles basales o muy por encima de éstos. Esto se ve más
claro en los diagramas de bifurcación en el panel superior de las figuras 4.5 y 4.7. Un
aumento transitorio en el potencial de membrana, de acuerdo con el módulo CaV+BK,
puede conducir a un aumento transitorio en [Ca2+]i que lo haría volver rápidamente a su
estado estable único (figuras B.4A y 4.9A). Por el contrario, de acuerdo con el módulo
CatSper+sNHE, una perturbación 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 [Ca2+]i, donde permanecerá (figuras 4.9B y B.4B). Como consecuencia de
estas propiedades, es fácil ver que el tren de oscilaciones de calcio siempre terminará
en el nivel basal de acuerdo con el módulo CaV + BK, mientras que de acuerdo con el
módulo CatSper + sNHE, después de que los trenes de oscilaciones se desvanezcan, la
[Ca2+]i podría permanecer en valores altos bajo dinámicas particulares que favorecieran la
despolarización del potencial de membrana.
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Figura 4.9: Los módulos CaV+BK (A) y CatSper+sNHE (B) predicen respuestas distintas a la
manipulación 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=0 mV en el tiempo t=0, y
manteniendo esta perturbación durante 0.25 s. Las dinámicas de voltaje durante el estímulo exógeno
están 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 parámetros de
referencia).

4.3.5 El módulo CatSper + sNHE se complementa por el módulo CaV+BK en bajas estequiometrías

En las secciones anteriores, se demostró que los dos módulos, una vez acoplados con el
módulo de disparo, pueden describir por sí mismos la mayoría de las características de
los datos observados. Estos módulos comparten algunos rasgos en cuanto a dependencias
funcionales y potencialmente podrían coexistir en el flagelo mediante el acoplamiento
del potencial de membrana, pHi y [Ca2+]i. Para investigar cómo el acoplamiento de los
módulos afectaría la dinámica, se consideró un escenario en el que la composición real
del sistema sería una combinación ponderada de los dos módulos con un peso dado por
el parámetro θ. Para θ = 0, uno recupera el escenario original con CatSper; para θ = 1
se recupera el modelo que presenta solamente al módulo CaV + BK; y cuando θ = 0.5 la
densidad de conductancia total de los componentes en cada módulo es la mitad de sus
respectivos valores de referencia. Para asegurar la recuperación de los escenarios extremos
(θ=0 y θ=1) en este nuevo esquema ponderado, los parámetros que regulan el reposo del
potencial de membrana y calcio (gL y δC) se modificaron de una forma dependiente de θ

(ver Ecuación 4.2.3).
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La importancia que tiene la dependencia de la respuesta de [Ca2+]i sobre la dinámica
del pHi quedó recalcada en la sección anterior, por lo que para el siguiente análisis se
toma como caso base el modelo que incluye al módulo responsable de dicho mecanismo
regulatorio: CatSper + sNHE. Sobre éste, se añaden gradualmente los componentes del
módulo CaV+BK, es decir, se hace una titulación (adición gradua) de las densidades
de conductancia. El análisis se acotó a tres esquemas de combinación para hacerlo más
tratable: a) CatSper+sNHE+CaV (Figura 4.10), b) CatSper+sNHE+BK (Figura 4.11) y c)
CatSper+sNHE+CaV+BK (Figura 4.12).
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Figura 4.10: Titulación de CaV sobre el módulo CatSper+sNHE. Considerando la adición única-
mente de canales CaV, se muestran soluciones numéricas para el calcio bajo diferentes valores del
parámetro de ponderación θ, el cual en este escenario influye sobre la proporción CatSper/ CaV al
estar multiplicando al valor de referencia de gcv (la densidad de conductancia de CaV), mientras
que 1-θ multiplica al valor de referencia de conductancia de CatSper. Como caso base, se muestra
en A el escenario original de sólo CatSper, i. e. θ=0, mientras que las filas posteriores corresponden
al aumento gradual de θ. El efecto de este parámetro sobre la razón CatSper/ CaV queda mejor
plasmado en el coeficiente rg, el cual expresa la estequiometría de densidades de conductancia de
dichos canales; a mayor valor de rg, mayor es el predominio por parte CatSper con respecto de CaV.

En la figura 4.10, se observa que el efecto más notorio de la titulación de CaV sobre el
módulo 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 duración total del tren de oscilaciones disminuye un poco en comparación
con el escenario del módulo original CatSper+sNHE (A). Para la tercera titulación (D), la
respuesta se ve acelerada y se acompaña de una extensión de su duración antes de retornar
al estado basal. Sin embargo, por lo que se observa en la cuarta titulación (E), hay un límite
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: Titulación de BK sobre el módulo CatSper+sNHE. Considerando la adición única-
mente de canales BK, se muestran soluciones numéricas para el calcio bajo diferentes valores del
parámetro de ponderación θ, el cual controla el porcentaje del valor de referencia de gbk, la densidad
de conductancia de BK. Como referencia, se muestra arriba el escenario original de sólo CatSper
(A), i. e. θ=0- Las filas posteriores corresponden al aumento gradual de θ, en donde se muestra el
valor resultante de gbk. A diferencia del escenario anterior (4.10), la densidad de conductancia de
CatSper no se ve afectada por el parámetro de ponderación θ.

El segundo esquema de combinación, CatSper+sNHE+BK, deja ver fácilmente lo ex-
tremadamente sensible que es el módulo de CatSper cuando éste último interactúa con
un canal que tiene las características de BK. Desde valores muy pequeños de densidad
de conductancia, gbk, las oscilaciones desparecen quedando sólo 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 gbk, la capacidad del sistema para oscilar resiste ante la adición 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 último caso, sólo hay un aumento sutil de la
frecuencia, i. e. en los primeros 15 s se producen 13 fluctuaciones sin BK, mientras que con
BK son 14; y en cuanto a la extensión del tren de oscilaciones, con BK la respuesta termina
apenas 2 segundos después en comparación con el módulo CatSper+sNHE (A).
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Figura 4.12: Titulación del módulo CaV+BK sobre el módulo CatSper+sNHE. Partiendo del
modelo que incluye al módulo CatSper+sNHE, se muestran soluciones numéricas para el calcio
bajo diferentes valores del parámetro de ponderación θ, el cual controla el porcentaje de módulo
CaV+BK que se está añadiendo. θ multiplica las conductancias de referencia gcv y gbk, y de forma
correspondiente la densidad de conductancia de CatSper disminuye por el factor 1-θ. Como
referencia, se muestra primero el escenario original de sólo CatSper (A), i. e. θ=0, y las filas
posteriores corresponden al aumento gradual de θ. El efecto de este parámetro sobre las densidades
de canales se reporta en el coeficiente rg, que mide la razón de conductancias totales CatSper/ CaV,
así como los nuevos valores gbk. Al igual que en la figura 4.10, a mayor valor de rg, mayor es la
predominancia de la conductancia total por parte CatSper con respecto de CaV.

Al analizar el escenario más complejo, que consiste de la combinación de los dos
módulos, se recuperaron con otros valores de θ los principales efectos que se habían
observado previamente en la titulación de solamente CaV (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, así como una prolongación de la duración de la respuesta. Por
otro lado, al comparar los dos anteriores esquemas con éste último, se sugiere que sólo
cuando se añade BK junto con CaV, la respuesta dependiente de CatSper es tolerante a la
inclusión de dicho canal en densidades de conductancia mayores (ver valores de gbk en
figuras 4.11 y 4.12), además de que éste último se encarga de extender la duración del tren
de oscilaciones (comparar Figura 4.10 y Figura 4.12). Sin embargo, más allá de cierto nivel
de gbk (E), la respuesta oscilatoria se colapsa, dejando visible sólo 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 dinámica del cGMP a tiempos largos se caracteriza por un decaimiento lento, en el
cual su concentración sigue de cerca la dinámica de la forma del receptor con baja actividad
de guanilato ciclasa (RL) (Figura 4.2, arriba).

El módulo disparador sólo es capaz de explicar la dinámica de la hiperpolarización
transitoria temprana si se considera la acción conjunta de los canales KCNG y spHCN.
La configuración del conjunto de parámetros fue tal que a falta de otros canales, la
repolarización iniciada por spHCN, luego de la corriente hiperpolarizante de KCNG,
conduce a una recuperación parcial del potencial de membrana, permaneciendo debajo del
valor de reposo (Figura 4.2).

Los dos módulos alternativos que presentan un tipo de canales de calcio voltaje depen-
dientes, CaV+BK ó CatSper+sNHE, podría generar dinámicas de fluctuaciones de [Ca2+]i

con características cualitativamente similares a las observadas experimentalmente en célula
individual Figura 4.3. Sin embargo, cada uno produce mejor una característica en particular:
el módulo CatSper+sNHE produce un espaciamiento relativo entre picos más marcado y
más apegado al experimento, mientra que el módulo CaV+BK explica mejor el decaimiento
de la envolvente de las oscilaciones.

En el módulo CaV + BK, la envolvente de las oscilaciones del potencial de membrana
presenta una forma similar a la de los picos de [Ca2+]i (Figura 4.4A y D). Por el contrario,
el módulo CatSper+sNHE predice que la amplitud de los picos de potencial de membrana
debería aumentar hasta que cesan repentinamente (Figura 4.6D).

Del análisis de bifurcaciones, se pudo observar en ambos módulos que el régimen
periódico comienza por encima de un valor definido de cGMP, situado arriba del estado de
reposo; por debajo de éste nivel crítico, las oscilaciones no tendrían lugar (Figs. 4.5 y 4.7).
En el caso del módulo CatSper + sNHE, un nivel muy alto de cGMP inhibe las oscilaciones,
llevando al sistema solamente a un aumento sostenido de calcio. Por el contrario, en el
módulo CaV+BK, el régimen periódico se mantiene para cualquier valor arriba de un nivel
crítico de cGMP, sólo que a concentraciones muy altas, la amplitud y periodo se saturan.

Otra predicción comprobable del módulo CatSper es la existencia de biestabilidad
en valores de cGMP cercanos al reposo. En ausencia de SAP, perturbaciones como una
despolarización de la membrana pueden llevar a un valor sostenido de [Ca2+]i por encima
del nivel de reposo normal (Figura 4.9). Esta propiedad de biestabilidad no está presente
en el módulo CaV + BK (Figura 4.5), ofreciendo así otra forma de distinguirlos.
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Los dos módulos predicen respuestas muy distintas a la inducción artificial de una
alcalinización sostenida. El módulo CatSper+sNHE, sin los canales CaV y BK, predice
que una alcalinización transitoria o sostenida debería dar como resultado una elevación
sostenida de [Ca2+]i, tal como se observa experimentalmente después de la adición de NH4

+

a espermatozoides de S. purpuratus (Figura 4.8). La comparación de estos dos módulos
con las mediciones experimentales sugieren que el canal principalmente responsable de la
respuesta de [Ca2+]i a SAP podría ser el canal pH-dependiente CatSper, y no CaV.

Se encontraron escenarios mixtos, donde combinaciones particulares de ambos módulos
producen trenes de oscilaciones de [Ca2+]i compatibles con experimentos.

Cuando se incrementa la conductancia de CaV sobre el módulo CatSper, la respuesta
de [Ca2+]i se acelera conservando la envolvente y el espaciamiento progresivo entre picos
(Figura 4.10). Sin embargo, la duración de la respuesta se prolonga más allá de lo deseable
cuando la razón de conductancias CatSper/CaV, rg, 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
únicamente queda un aumento suave del nivel de [Ca2+]i, existe un rango muy reducido de
valores en el cual los trenes de oscilaciones no colapsan por la adición de BK, y se puede
apreciar un aumento en el número de picos y en la extensión de la respuesta de calcio en
general (Figura 4.11).

Cuando CaV y BK se añaden de forma conjunta (conservando la misma proporción entre
ellos tal como en el módulo original CaV+BK), la respuesta de calcio dependiente de CatSper
es menos tolerante a CaV, pero más tolerante a BK, en comparación con las correspondientes
titulaciones por separado. En un escenario donde la razón de conductancias CatSper/CaV

es de ≈10 y la densidad de conductancia de BK es del 2 % del valor de referencia usado
en el módulo CaV+BK (Tabla B.1), la frecuencia general del tren de oscilaciones aumenta
favorablemente, a la vez que se mantiene una duración razonable de la respuesta. Si
la contribución relativa de los dos canales se lleva más allá de estos rangos, el tren de
oscilaciones se prolonga más de lo observado experimentalmente, o incluso se colapsa
por acción de BK (Figura 4.12). A grandes rasgos, la adición conjunta de CaV y BK puede
mejorar la dinámica de CatSper+sNHE en comparación con su inclusión por separado.
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5
D I S C U S I Ó N

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 identificación de los canales que contribuyen a estos trenes de oscilaciones
es un asunto de investigación en progreso [24, 49]. A pesar de que se ha demostrado
la presencia del canal CatSper en A. punctulata y se ha propuesto su participación en la
respuesta quimiotáctica de espermatozoides recientemente [24], el grado de su contribución
no se ha determinado, dejando abierta la cuestión de la participación de otros canales de
Ca2+ en este proceso, tales como los canales clásicos dependientes de voltaje, i. e. LVA y
HVA.

5.1 Modelo discreto

En el trabajo realizado en esta tesis, primero se abordó esta cuestión mediante una
plataforma de modelación discreta. Se tomó como punto de partida un modelo planteado
anteriormente para la vía de señalización activada por SAPs, el cual ha contribuido pre-
viamente a la comprensión y la predicción de algunas propiedades de las incrementos
transitorios de Ca2+[39]. En particular, la necesidad de un canal tal como CatSper surgió
de este modelo con el fin de recuperar los resultados experimentales relacionados con la
acción de la Iberiotoxina y el ácido niflúmico [35, 39]. En este caso, la exploración de las
variantes de modelos, distinguidos por el conjunto de canales de Ca2+ que consideran,
incluyó: Modelo I con cAMPCC, HVA y LVA, Modelo II con CatSper, LVA y HVA, y Modelo
III, únicamente con CatSper; esto permitió poner a prueba la contribución de estos canales
y así calibrar su importancia relativa guiado por criterios basados en la corroboración
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 actúa acompañado de los canales CaV (Modelo-II), de hecho los resultados
de éste último son cualitativamente similares a los del Modelo I. En cierto modo, puede
interpretarse que la acción de estos canales interfiere con CatSper, esto puede apreciarse al
suprimir in silico PDE, CaKC y pHi.
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Con respecto a los otros canales de Ca2+, en la Figura 3.2 se observa que la supresión
de CaVs modifica la curva de [Ca2+]i de una forma más sutil que el knock-out de CatSper.
Entre los efectos que se alcanzan a notar, están el de un decaimiento más rápido desde
cada pico de concentración, a la vez que se mantiene tanto el nivel promedio del calcio así
como la tasa de aumento. Debido a que la quimiotaxis es fuertemente dependiente de la
forma temporal de la señal 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
podría ser el de intervenir en el ajuste fino necesario para un correcto movimiento de los
espermatozoides en su búsqueda por el huevo.

Por lo tanto, este modelo predice que, asumiendo una estequiometría 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 encontró
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 modelación discreta en el análisis de
diferentes estequiometrías en los canales, se recurrió a la modelación continua de la VSAS

mediante un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias. Con este enfoque alternativo
e independiente del discreto, se exploró la colección de canales que pueden explicar la
dinámica de los trenes de oscilaciones de [Ca2+]i. La forma de abordar la vía de señalización
se realizó separando el sistema en módulos, los cuales están acoplados por el potencial
de membrana: un módulo disparador, relacionado con todos los eventos necesarios para
preparar el potencial de membrana previo a los trenes de oscilaciones de calcio; dos
módulos alternativos relacionados directamente con la generación de las oscilaciones,
donde uno de los dos canales, CaV o CatSper, es central en el influjo de este catión
(Figura 4.1).

La gran cantidad de parámetros (Tabla B.1) de las variantes del modelo continuo estudia-
das aquí disuadiría 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 parámetros del módulo 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 señalización, en la cual los componentes relativos al módulo de
disparo son independientes de la dinámica río abajo y al hecho de que el modelo predice
una dinámica suave no oscilatoria (Figura 4.2).

5.2.1 Eventos tempranos de la vía

El módulo disparador, relacionado con la señalización temprana, fue capaz de reproducir
la evolución 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 módulo hace suposiciones muy
simples sobre la unión del ligando al receptor y la actividad de guanilato ciclasa, ya que
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no se consideraron mecanismos de adaptación tal como el reajuste de la afinidad del
receptor dependiendo de la concentración de SAP, ya reportado previamente [7, 75, 87].
Además, si el modelo predijera que el cGMP sufre oscilaciones en vez de una dinámica
suave (surgiendo de una retroalimentación potencial del pHi sobre la actividad de PDE
[88]), se perdería el poder inferencial de ajustar el valor de cGMP predicho a los niveles
medios de cGMP de la población.

En cuanto a la recuperación del potencial de membrana a cargo de spHCN, explicada por
el módulo disparador (Figura 4.2), la conductancia efectiva de este canal es suficiente para
poner en marcha los módulos río abajo (por ejemplo, incrementando la tasa de apertura
de canales de CaV cerrados o de la compuerta voltaje dependiente de CatSper) pero no
demasiado fuerte para evitar la dinámica oscilatoria de [Ca2+]i. Esta propiedad de la red
de señalización es susceptible de corroboración experimental, ya que se puede evaluar si
la recuperación del potencial de membrana es justamente parcial cuando el único flujo
despolarizante es el de spHCN, lo que podría lograrse mediante el uso de condiciones de
medio externo libres de Ca2+, con lo cual se estaría inhibiendo toda entrada de calcio y con
ello cualquier otra corriente que eleve el potencial de membrana.

5.2.2 Dinámica general de la señal de calcio

El análisis de los módulos alternativos por separado, muestra que las características
típicas 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 módulo CatSper+sNHE es más lenta en comparación con los
trazos experimentales (en términos de unidades de tiempo reales), bajo los parámetros
de referencia utilizados; no obstante, si se contrasta el aumento progresivo relativo entre
picos de calcio, éste sigue la misma tendencia que el módulo CaV + BK (Figura 4.3). En las
soluciones numéricas del módulo de CatSper, el intervalo entre los últimos picos del tren
puede ser hasta dos veces más grande que el intervalo entre los primeros, como se observa
en las mediciones de calcio en célula única. Por el contrario, la disminución progresiva de
la amplitud observada experimentalmente se explica mejor por el módulo CaV+BK, bajo
los parámetros de referencia utilizados aquí.

En el primer módulo, los CaV atraviesan irreversiblemente por transiciones secuenciales,
dependientes de voltaje: se encuentran predominantemente inactivados en el potencial de
reposo, se liberan de la inactivación ante una hiperpolarización transitoria, posteriormente
se abren cuando la actividad de los canales de spHCN aumenta el potencial de membrana,
y por último, la misma despolarización por la corriente de calcio regresa a los CaVs al
estado inactivo. Esta secuencia origina un ciclo límite con un período constante y una
amplitud controlada por la actividad de cGMP. En este módulo, las oscilaciones están
fuertemente moduladas en amplitud y ritmo por el canal dependiente de Ca2+, BK. Sólo
con el acoplamiento de CaV y este canal, se logra reproducir el incremento progresivo entre
picos de [Ca2+]i, observado experimentalmente en flagelos. Esto se debe a un segundo ciclo
límite, introducido por este canal (Figura 4.5).

El segundo módulo capaz de explicar la organización de las fluctuaciones [Ca2+]i pre-
senta un solo canal, CatSper, el cuál es dependiente del voltaje y del pHi, e inactivado
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reversiblemente por los iones Ca+ intracelulares. En contraste con el módulo anterior, que
se pone en marcha directamente por la hiperpolarización transitoria que remueve la inacti-
vación de los canales CaV, la apertura inicial de los canales CatSper se logra indirectamente
por la alcalinización del citoplasma provocada por la activación de sNHE, el cual a su vez
depende de la hiperpolarización. Bajo los parámetros de referencia, el régimen oscilatorio
producido por CatSper requiere oscilaciones en el flujo de protones, y por lo tanto en pHi

(Figura 4.6). En lugar de la inactivación de CatSper por [Ca2+]i, el ciclo de retroalimentación
efectiva que explica las oscilaciones de calcio es la misma inhibición de la actividad sNHE
por la despolarización de la membrana a cargo del influjo de calcio. En otras palabras, la
observación de oscilaciones de [Ca2+]i dependientes de CatSper implica necesariamente
oscilaciones concomitantes de pHi con el mismo período, pero con fase diferente (ver
activación de sNHE y CatSper en Figura 4.6B).

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

5.2.3.1 Potencial de membrana

Los dos módulos alternativos confieren algunas propiedades distinguibles a la red de
señalización cuando se acoplan al módulo disparador. Una de esas propiedades es la
envolvente de las oscilaciones del potencial de membrana. En el módulo que presenta
canales CaV y BK, la forma de dicha envolvente guarda similitud con la [Ca2+]i (Figura 4.4).
En contraste, el módulo CatSper predice que la amplitud en los picos de V aumentan
con el tiempo, hasta que cesa repentinamente, marcando así una tendencia contraria a la
dinámica del calcio (Figura 4.6). Esta tendencia ascendente se asemeja más 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 cGMP

Del análisis de bifurcaciones, se pudo observar en ambos módulos que las oscilaciones
predichas desaparecen cuando cGMP cae por debajo de un valor crítico (Figs. 4.5 y 4.7). En
el caso del módulo CaV+BK, esto se da por una bifurcación tipo Hopf. Una diferencia con
respecto al rango de valores de cGMP que permiten oscilaciones de [Ca2+]i, es que en el
módulo CatSper + sNHE, éstas sólo 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 [Ca2+]i sin oscilaciones
perceptibles. No así el módulo CaV+BK, donde el régimen periódico se mantiene para
cualquier valor arriba de un nivel crítico de cGMP, estacionándose la amplitud y el periodo
en valores constantes para niveles muy elevados de cGMP.

Estas propiedades del modelo podrían abordarse experimentalmente mediante inhi-
bidores de PDE o elevando el cGMP a concentraciones saturantes al liberar un análogo
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 módulo CaV+BK (el más 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 periódico (Figura 4.5A). En el caso de la variante del
Modelo III, que sería la más cercana al escenario planteado por el módulo 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 vería un aumento sostenido de calcio bajo concentraciones saturantes de
cGMP, pero con una amplitud menor que la dada por el régimen periódico que tiene lugar
en el rango de niveles fisiológicos de cGMP (Figura 4.7, arriba).

Adicionalmente, vale la pena mencionar que la liberación intracelular de análogo de
cGMP en espermatozoides conduce a un tren de oscilaciones de [Ca2+]i en el caso de A.
punctulata [9] (ver Figura 1.3B), mientras que en el caso de S. purpuratus, sólo se observa un
aumento transitorio inicial [10] (ver Figura 1.3C), cuyo nivel decae lentamente. Esta discre-
pancia entre especies de erizo de mar podría conciliarse si existen diferencias específicas en
sus respectivos sistemas de señalización con respecto a los límites de intervalos de cGMP
generadores de oscilaciones (lo cual podría darse por una modificación cualitativa del espa-
cio fase variando más de un parámetro), o alternativamente por diferencias experimentales
en la concentración de nucleótido cíclico que se logra liberar por luz UV.

5.2.3.3 pHi

Al analizar los escenarios resultantes de inducir una alcalinización constante, los dos
módulos predicen respuestas muy distintas. Solamente el módulo CatSper+sNHE predice
que se alcanzaría un nivel de [Ca2+]i sostenido, lo cual es comparable con lo observado en
experimentos de adición de cloruro de amonio (NH4Cl) a espermatozoides de S. purpuratus
(Figura 4.8). El contraste entre los módulos a fin de recuperar la observación experimental
sugiere que el canal responsable de las oscilaciones de [Ca2+]i producidas por SAP sería
CatSper, en lugar de los CaVs. Hay que notar que la alcalinización inducida por NH4Cl,
que es mayor que la causada por el SAP speract y que produce una despolarización de la
membrana [78], da como resultado una afluencia de calcio menor, en comparación con la
que podría desencadenar speract solo [49]. Una interpretación previa fue que se requiere
la participación de otra vía 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 pHi (Figura 4.8). Por otra parte, así como el atractor
periódico que origina las oscilaciones de calcio tiene lugar sólo bajo un rango definido de
cGMP (Figura 4.7), de una forma similar éstas oscilaciones podrían darse sólo dentro de un
intervalo de pHi. Estos requerimientos basado más en la forma de la dinámica misma del
flujo de protones o en la posible existencia de un rango de pHi permisivo para oscilaciones
de calcio (en vez de un mero umbral), ofrecen una explicación alternativa.

Es importante mencionar que a la fecha no se ha detectado experimentalmente un
patrón oscilatorio de pHi con la misma periodicidad que la señal [Ca2+]i, esto evaluado
en células individuales ([49]; observaciones del laboratorio no publicadas). Esto podría
reflejar limitaciones propias del sistema de medición experimental, e. g. una relación de
señal/ruido muy baja de la sonda fluorescente utilizada para medir el pHi en comparación
con la sonda de Ca2+); de forma alternativa, esto puede significar que el pH intraflagelar
en efecto no es oscilante periódicamente. En el último caso, la hipótesis de que CatSper es
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el principal responsable de las fluctuaciones en las corrientes de Ca2+, al menos de acuerdo
con la forma en que se modeló aquí, sería cuestionable y sujeta de ser reexaminada.

La observación de que un aumento en el pHi precede al primer pico de [Ca2+]i en el
espermatozoide de erizo de mar estimulado por SAP, ha llevado a la interpretación de que
las corrientes de Ca2+ son una consecuencia de esta alcalinización temprana [24, 48, 49].
Esta interpretación se ha convertido en la piedra angular de la hipótesis de que el canal
CatSper sensible al pHi es responsable de la señal de calcio. Sin embargo, hay que resaltar
que la misma precedencia de la señal de pHi al primer pico de [Ca2+]i se puede recuperar en
el modelo que presenta CaV y BK (Figura 4.8A). En este escenario, se acoplaron sNHE y la
variable de concentración de protones, parametrizados tal como en el módulo CatSper. En
esa variante del modelo, por construcción, el pHi no es el agente causal de las oscilaciones,
pues las corrientes de calcio dependen en última instancia sólo del voltaje (por CaV) y del
calcio mismo (a través de BK); es decir, sNHE y la [H+]i juegan un rol pasivo, siendo éste
último 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 Ca2+ sensible al
pHi debía estar involucrado en la respuestas activada por SAP.

5.2.4 Biestabilidad

Una predicción que llama la atención, es la existencia de biestabilidad en los valores
cercanos al reposo de cGMP, de acuerdo con el módulo de CatSper (Figura 4.9). Esto
implica que existen perturbaciones que pueden llevar a un valor sostenido de [Ca2+]i 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 [Ca2+]i (Figuras 4.9 y B.4).

Otra perturbación con efectos comparables sería un agotamiento transitorio del cGMP,
lo cual empujaría al sistema más allá del otro punto de bifurcación (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 perturbación, el
sistema permanecería en el estado de equilibrio de [Ca2+]i mayor. Una implicación de esta
propiedad del módulo CatSper es que luego de que un tren de oscilaciones de [Ca2+]i llega
a su fin, el sistema puede o no volver al nivel de reposo fisiológico. Estas características de
biestabilidad e histéresis no están presentes en el módulo CaV+BK, ofreciendo otra forma
de separar las dos hipótesis.

Es interesante notar que este estado de equilibrio alternativo, que coexiste con el basal,
conlleva además un pHi bajo y una membrana despolarizada (Figura 4.9B, abajo). Si dicho
estado existiera, el significado fisiológico de éste se asociaría con un estado de quiescencia,
ya que la acidificación del citoplasma por debajo del pHi 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 señal universal
que desencadena muerte celular en la mayoría de células eucariotas [90-92].
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5.2.5 Escenarios mixtos

Aunque los dos módulos candidatos reproducen cualitativamente las respuestas de calcio
observadas bajo regímenes de parámetros particulares, se encontraron escenarios mixtos
que producen trenes de oscilaciones de [Ca2+]i compatibles con experimentos. Introducien-
do un parámetro de ponderación que controla la contribución relativa de los módulos,
las propiedades cualitativas de las dinámicas de calcio generadas por CatSper+sNHE se
conservan cuando el módulo CaV+BK se añade dentro de un rango de valores donde su
contribución es pequeña; 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 último módulo se lleva más allá de cierto nivel, las propiedades de los
trenes de oscilaciones que son compatibles con experimentos se destruyen.

5.2.5.1 CatSper+sNHE+CaV

Cuando se titula únicamente CaV sobre el módulo 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 CaV, es alta (ver caso gbk = 0, en
Figura 4.5B), por lo que se explica que la incorporación de CaV incremente la cantidad de
picos. Sin embargo, la duración de la respuesta se prolonga más allá de lo deseable cuando
la razón de conductancias CatSper/CaV, rg, tiende a valores menores de ≈3; además, el
sistema no retorna al nivel basal luego de las oscilaciones, sino que más bien se acerca al
segundo equilibrio estable, mencionada anteriormente (Figura 4.7), caracterizado por una
concentración alta de [Ca2+]i.

5.2.5.2 CatSper+sNHE+BK

En cuanto al canal BK, si bien su adición resulta indispensable en el contexto de CaV, éste
muestra un papel más bien inhibitorio para los trenes de oscilaciones de calcio generados
por el canal CatSper. Este efecto se puede notar desde densidades casi insignificantes,
donde sólo es visible un aumento suave del nivel de [Ca2+]i. A niveles muy altos, dicho
incremento es casi sostenido y se puede asociar al estado de equilibrio superior que alberga
el ciclo límite principal proveniente del acoplamiento de BK con CaV (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 adición de este canal, y se alcanza apreciar un
ligero aumento tanto del número de picos como de la extensión 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 ≈70 pS1, y tomando en cuenta el área 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 desempeñe un papel clave cuando los canales CaV son los que impulsan la dinámica

1 Esta aseveración se basa en un estimado de la conductancia unitaria de BK medida en células de moluscos y
crustáceos [93-95], bajo condiciones asimétricas que se acercan a los gradientes fisiológicos. En contraste, los
valores de conductancia de BK ampliamente reportados para la contraparte en mamíferos, 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 mínimo si CatSper resulta ser el canal
predominante.

5.2.5.3 CatSper+sNHE+CaV+BK

Para este escenario, se añadieron los dos canales manteniendo la misma proporción entre
éstos tal como se usó en el módulo original CaV+BK. De esta forma, a un incremento del
parámetro de ponderación, θ, le corresponde una disminución de la razón de conductancias
CatSper/CaV (rg), y un aumento de la densidad de BK. En comparación con los análisis
donde se añadieron por separado, la respuesta de calcio dependiente de CatSper se tornó
menos tolerante a la adición de CaV, pero más tolerante a la incorporación de BK, esto en
términos de la duración del tren de oscilaciones. En un escenario donde esta razón es de
≈10 y la densidad de conductancia de BK es del 2 % del valor de referencia usado en el
módulo CaV+BK, la frecuencia general del tren de oscilaciones aumenta dentro de rangos
compatibles con experimentos, a la vez que se mantiene una duración razonable de la
respuesta; todo esto preservando la forma de los picos de [Ca2+]i dependientes de CatSper
(Figura 4.12C). Sin embargo, la incorporación de ambos canales en densidades más altas,
el tren de oscilaciones se prolonga mucho más de lo observado experimentalmente (D) o
incluso colapsa (E), tal como sucede con la adición de BK solo (Figura 4.11).

El papel de BK en las respuestas de [Ca2+]i a SAP se ha inferido indirectamente por las
alteraciones del período de estas oscilaciones por fármacos como el ácido niflúmico [36,
38] y la Iberiotoxina [39], tratamientos que se contrastaron con simulaciones del modelo
discreto (Figura 3.6). Hay que recordar que en éste último modelo, la estequiometría
implicada es de 1:1 para todos los canales. No obstante, de acuerdo con el escenario
continuo, si el módulo CatSper es el dominante, los trenes de oscilaciones de [Ca2+]i serían
altamente sensibles a la presencia de BK, bajo los parámetros de referencia. A pesar de esta
última predicción, si uno supone que el escenario de referencia corresponde a uno de los
escenarios mixtos en vez del módulo original CatSper+sNHE (e. g. Figura 4.12B y C), es de
notar que el efecto de bloquear BK sería el de disminuir el número 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 CaV solos pueden alterar las propiedades del
módulo CatSper, y que la adición conjunta de éstos puede dar mejores resultados que
su adición por separado, se infiere entonces que la estequiometría de los canales en los
espermatozoides de erizo de mar tendría que estar finamente regulada. Hay que recordar
los espermatozoides son células transcripcional y traduccionalmente inactivas, por lo que
los procesos que proveerían a los espermatozoides maduros con el número de copias de
canales dentro de rangos estrechos, estarían operando desde las células precursoras de
estos gametos.

Sobre la posible existencia de CaV y BK en el flagelo, es de interés notar que análisis de
proteómica recientes [52] apuntan en la misma dirección que la predicción de los escenarios
mixtos. En dichas evidencias experimentales, a partir de preparados de proteínas de
membrana de flagelos, se pudo detectar la presencia de BK (por espectrometría de masas)
y de CaVs (sólo por inmunodetección). El que no se haya podido recuperar péptidos
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específicos de CaV por espectrometría de masas, sugiere que si estos canales se encontraran
expresados en la membrana del flagelo, estarían debajo del límite de detección de la técnica.

Por último, cabe mencionar que bloqueadores discutiblemente específicos de CatSper
(e. g. NNC y mibefradil) se reportaron inicialmente como bloqueadores de canales CaV tipo
T. Estos fármacos inhiben de forma parcial la respuesta del aumento de [Ca2+]i inducida
por SAPs [24, 52], lo cual podría sugerir la coexistencia de un sistema de transporte de
Ca2+ adicional a la vía de entrada de calcio pHi-dependiente.





6
C O N S I D E R A C I O N E S F I N A L E S

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
teórico de dinámica discreta y uno de dinámica continua, fue posible proponer y analizar
modelos que reprodujeron observaciones experimentales y generaron predicciones compro-
bables, todo esto con una visión actualizada por evidencia reciente con respecto a un canal
de suma importancia para la fertilización: CatSper. Por un lado, la exploración de hipótesis
mediante modelos discretos ofrece una plataforma de fácil manejabilidad para entender,
con una aproximación de grano grueso, la función que podrían tener elementos particulares
de la red de señalización en el contexto sistémico. Por otra parte, la modelación continua
hizo posible caracterizar de forma más detallada rasgos particulares de las predicciones
hechas por el modelo discreto: la contribución relativa de dos tipos de canales de calcio,
CaV y CatSper, y el posible papel de un canal de potasio activado por calcio (BK ó CaKC).
Lo anterior permitió tomar en consideración las estequiometrías relativas de los canales, así
como relacionar el tiempo de las simulaciones con el de las series de tiempo experimentales
de una forma más directa.

Más allá 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 lógicas
discretas y análisis de bifurcación de sistemas de ecuaciones diferenciales, permiten definir
líneas para futuros experimentos para evaluar predicciones teóricas, 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 farmacológicos existentes [24, 52] por sí 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 confirmación experimental alternativa. Esta
necesidad se ve acrecentada por nuestras revelaciones teóricas de que: 1) CatSper domina
en la regulación de las oscilaciones de [Ca2+]i desencadenadas por SAPs, y 2) los canales
CaV y BK aparentemente juegan un papel secundario en la vía.
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Cabe enfatizar que la exploración aquí realizada sobre cómo la respuesta de calcio
se ve afectada por las diferentes estequiometrías de canales iónicos, da para reflexionar
sobre el posible impacto que tendrían variaciones en el número de proteínas, producto de
fluctuaciones en expresión genética, sobre los fenotipos generados por otros sistemas de
señalización.

Se utilizó el análisis de bifurcación de un subconjunto de las ecuaciones diferenciales
del sistema íntegro como una herramienta heurística para comprender cómo la evolución
temporal de la actividad del cGMP controla la envolvente y los intervalos entre picos de
[Ca2+]i. Es importante tener en cuenta que el presente análisis implica una aproximación
asintótica, para valores fijos de G, vista como un parámetro y así proceder a cuantificar la
amplitud y el período de los ciclos límite estables. La corroboración experimental de dicho
análisis requeriría del desarrollo de una técnica de fijación de cGMP, de forma análoga a
los experimentos clásicos de fijación de potencial de membrana [99]. Un ejemplo de estas
técnicas, se ha reportado para espermatozoides de ratón 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 aquí presentados tienen la finalidad de
explicar observaciones experimentales relacionadas con el esquema de estimulación por
SAP más sencillo: células pegadas recibiendo una cantidad fija de ligando, debido a que
resulta más fácil de caracterizar y reproducir en el laboratorio. En condiciones que son
relevantes para la exploración de gradientes quimiotácticos, el espermatozoide pasa por
un estímulo cambiante en el tiempo. A pesar de lo anterior, la calibración aquí lograda
provee una aportación hacia la elaboración de modelos integrativos del fenómeno de la
quimiotaxis de espermatozoides de erizo de mar con miras a entender el acoplamiento del
movimiento flagelar con la señal de [Ca2+]i de una forma más realista, ya que se podrían
introducir las fluctuaciones de calcio generadas por una vía de señalización en lugar de
recurrir sólo a una descripción fenomenológica de éstas.

Por otro lado, durante el proceso de simplificación para el modelo continuo no se consi-
deraron algunos mecanismos de retroalimentación potenciales, cuya inclusión requeriría
información experimental adicional más detallada: la posible acción de cAMP sobre sNHE
[31], la regulación dinámica de spHCN por cAMP (en el modelo se consideró constante,
ver Sec. B.1.3), la desensibilización de la respuesta de cGMP por cambios en la afinidad
de receptores [75, 87] y el aumento de la actividad de PDE por pHi [88]. Estos, si bien
aparentemente no representaron un impedimento para reproducir resultados de células
pegadas, podrían ser cuestiones a explorar para mejorar el modelo en el contexto de
estímulos cambiantes de SAP.

Sobre las limitaciones de los modelos aquí presentados, vale la pena mencionar que
éstos presentan mayor congruencia con experimentos bajo esquemas de estimulación de
SAP a concentraciones saturantes (orden de nm) (Figura B.1). Hay que recordar que un
modelo basado en ecuaciones diferenciales ordinarias es más acorde con regímenes de altos
números de moléculas. Si bien el orden de la cantidad de receptores de SAP es de 105, 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 volúmenes y concentraciones implicados en un compartimento
tan pequeño como lo es el flagelo (≈1.6 fL), es de esperarse que el poder predictivo se
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vea comprometido cuando se realizan simulaciones con estímulos de bajo número de
moléculas de SAP (órdenes de fm a pm), tal como sucedería en la frontera de un gradiente
de SAP. Bajo estas situaciones fisiológicamente más relevantes, sería necesario echar mano
de enfoques estocásticos tomando como punto de partida el modelo continuo propuesto.

Finalmente, no está por demás puntualizar que los modelos aquí planteados suponen
una distribución homogénea de todos los componentes de la red. Sin embargo, en los
últimos años, se ha desarrollado un creciente interés dentro del campo de estudio por
abordar a detalle aspectos de la organización espacial de componentes fundamentales en la
señalización de espermatozoides de mamíferos; en dichos estudios, queda de manifiesto el
papel preponderante que juega la disposición espacial de enzimas y canales iónicos (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 mamíferos, no sería de extrañar que un principio de esta naturaleza
operara también en la señalización activada por SAPs, lo cual haría 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 P É N D I C E S





A
M O D E L O D I S C R E T O

a.1 Evaluación 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 realizó un análisis de robustez. El tipo de prueba de robustez que
se abordó consistió en hacer pequeñas modificaciones a la función reguladora del nodo
CatSper: el resultado de cada renglón de la tabla de verdad es invertido, i. e. 0 se cambia
por 1 y viceversa. Esto es una prueba de estabilidad estructural. Por cada cambio en la
regla de evolución de CatSper, se obtiene una serie de tiempo de Ca2+

i luego de promediar
sobre 105 condiciones iniciales. Se determinó un coeficiente de correlación de Pearson entre
todos los pares de series de tiempo. El conjunto de escenarios a explorar consistió del tipo
silvestre (WT) y cada una de las 18 mutantes que resultan de modificar un renglón de
la función regulatoria a la vez. Series de tiempo altamente correlacionadas presentan un
coeficiente de correlación cercano a 1, mientras que un comportamiento no correlacionado
conduce a valores cercanos a 0. Vale la pena mencionar que para ambos casos, modelos
II y III, la gran mayoría de los coeficientes de correlación de Pearson están cerca de 1,
lo que indica que ambos sistemas son robustos a la mayoría de las perturbaciones sobre
renglones individuales de la tabla regulatoria en cuestión (Figura A.1). Al analizar los casos
de baja correlación, uno ve que corresponden a comportamientos muy poco probables e
incompatibles con las evidencias experimentales, e. g. el caso de la mutación 2, donde uno
tendría que suponer que CatSper es capaz de pasar del estado cerrado al abierto luego de
una hiperpolarización (V = 0) bajo pHi basal (pH= 0)
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Figura A.1: Matrices de correlación de las redes mutantes que resultan de perturbar la función
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
correlación de Pearson entre dinámicas de nodo calcio, con extensión 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 correlación (cerca de 0). Hay que notar que
la mayoría del área en ambas matrices está cubierta por cuadrados rojos, lo cual da una idea de
la robustez de los resultados con respecto a pequeñas desviaciones en la construcción de la tabla
regulatoria propuesta para CatSper



B
M O D E L O C O N T I N U O

b.1 Modelación de los componentes de señalización y canales

En la siguiente sección, se presenta la descripción de los componentes moleculares y
canales implicados en el proceso de transducción de señales 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 matemático para su dinámica,

iii los valores de los parámetros de referencia y cómo se obtuvieron.

b.1.1 Receptores de SAP y guanilato ciclasa

La cinética de unión 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 asociación y disociación
de speract, se hace natural la suposición de que la formación de los complejos ligando-
receptor es esencialmente irreversible durante una respuesta típica de nado quimiotáctico,
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 disociación se ignora. Para explicar las características 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, RH (alto), RL (bajo) y RI (inactivo). En el contexto de trabajo experimental previo,
RH y RL pueden considerarse equivalentes a las formas fosforiladas y desfosforiladas de
la guanilato ciclasa, respectivamente [75, 106-108]. La activación del receptor se modela
mediante el siguiente diagrama cinético:

R + S
r1−−→ RH

r2−−→ RL
r3−−→ RI , (B.1.1)

sujeto a las relaciones de conservación de masa:

RT =R + RH + RL + RI , (B.1.2a)

ST =S + θR(R + RH + RL + RI), (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, RH , RL, RI) 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 conversión θR. Al comparar
el modelo con mediciones cuantitativas en poblaciones de células, se tiene que θR = s/NA,
donde s es la concentración de espermatozoides por litro y NA es la constante de Avogadro.
La dinámica de estas formas de receptores se describe mediante las siguientes ecuaciones
diferenciales ordinarias:

dS
dt

=− r1θRSR, (B.1.3a)

dR
dt

=− r1SR, (B.1.3b)

dRH

dt
=r1SR− r2RH, (B.1.3c)

dRL

dt
=r2RH − r3RL. (B.1.3d)

En cuanto a la activación de las guanilato ciclasas estimuladas por SAPs, existen pequeñas
diferencias a nivel molecular entre los órdenes taxonómicas de erizos. En los esperma-
tozoides de S. purpuratus y L. pictus, que pertenecen al orden Echinoida, los dominios
con función de receptor y guanilato ciclasa se encuentran en proteínas 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 último estimula a su vez la
actividad de la guanilato ciclasa [109]. En el caso de A. punctulata, otra especie comúnmente
usada en trabajo experimental y que pertenece al orden Arbacioida, una sola proteína
tiene las funciones de receptor del ligando y de guanilato ciclasa [13, 110]. Para capturar
los puntos comunes en un solo modelo, únicamente se tomó en cuenta el último y más
simple caso, ignorando así cualquier posible retraso entre la unión de SAP y la activación
de la guanilato ciclasa. Por lo tanto, el término correspondiente a la síntesis de cGMP
dependiente de SAP, ρG, en la sección 4.2.4 se define como:

ρG = kHRH + kLRL, (B.1.4)

donde las constantes kH y kL denotan las actividades de guanilato ciclasa de los receptores
SAP de alta (RH) y baja actividad (RL), respectivamente.

b.1.2 Canal de K+ dependiente de nucleótidos cíclicos

Este es un canal de potasio (KCNG) regulado principalmente por GMP cíclico cGMP; se
distingue de otros canales de K+ por ser pseudotetramérico, es decir, las 4 subunidades
que componen su estructura principal están codificadas en tándem en una sola secuencia
proteínica. Si bien, cada una de estas subunidades cuenta con un dominio de unión a
nucleótidos cíclicos [16, 17], se ha demostrado que realmente sólo uno de esos cuatro es el
responsable de abrir el canal ante la unión de una molécula de cGMP. Su regulación dista
mucho de la mayoría de los canales controlados por nucleótidos cíclicos, 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 fracción de canales abiertos,
denotados como f o

kn, aumenta con una tasa directamente proporcional a la actividad cGMP
(G) y disminuye con cinética de primer orden.

d f o
kn

dt
= αknG(1− f o

kn)− βkn f o
kn. (B.1.1)

La expresión tanto para la fracción de los canales abiertos en estado estacionario, f̂ o
kn,

como para el tiempo característico, τkn, puede derivarse de las tasas de apertura y cierre:

f̂ o
kn =

αknG
αknG + βkn

=
G

G + Kkn
, (B.1.2a)

τkn =
1

αknG + βkn
=

1
αkn(G + Kkn)

, (B.1.2b)

con Kkn = βkn
αkn

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

Ikn = gkn f o
kn(V − EK), (B.1.3)

donde EK es el potencial de Nernst del K+ y gkn 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 hiperpolarización y modulado por nucleótidos cíclicos

El tipo de canal considerado en este modelo es la variante específica de espermatozoides
de erizo de mar (spHCN). Este tipo de canales catiónicos tienen selectividad débil y llevar
una corriente mixta de Na+ y K+ con una relación de permeabilidad PK/PNa de ∼ 4

a 5 y cuenta con un potencial de inversión, Ehc, entre −30 mV y −10 mV. Dadas estas
propiedades, cuando este canal se abre bajo gradientes fisiológicos de Na+ y K+, permitiría
una corriente entrante de sodio y por consiguiente despolariza la membrana [58, 59, 81].
A diferencia de los canales HCN típicos, en los cuales su voltaje de activación media es
desplazado por la concentración de cAMP, la corriente de spHCN se inactiva en ausencia
de éste nucleótido cíclico y su nivel máximo de apertura incrementa con la concentración
de éste último [59, 112]. No obstante, para la ecuación de la corriente iónica asociada
con este canal, en el modelo se supone que el cAMP está siempre presente en niveles
suficientes (∼50 µm, estimado de [6]) para impedir la inactivación del canal (K1/2 de cAMP
en spHCN es 0.72 µm [113]); de ahí que no se haya incluido ninguna ecuación para la
dinámica del cAMP ni se haya considerado la inactivación del canal [59, 113]. Siguiendo el
esquema clásico de un modelo tipo HH, se propone que la apertura de spHCN depende de
la activación simultánea de tres compuertas idénticas, indicadas por mhc , de modo que
la fracción de canales abiertos es f o

hc = m3
hc. La dinámica de apertura de compuerta está

descrita como:

dmhc

dt
=

1
τhc

(m̂hc −mhc) , (B.1.1)
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donde la fracción de compuertas activas en estado estacionario, m̂hc, se modela como una
ecuación de Boltzmann, mientras que el tiempo característico, τhc, se modela con una
función gaussiana voltaje-dependiente:

m̂hc =
1

1 + e
V−h1

h2

, (B.1.2a)

τhc =h3 + h4e−
(

V−h5
h6

)2

. (B.1.2b)

La corriente a través de los canales spHCN, Ihc, está dada por:

Ihc = ghc f o
hc(V − Ehc) = ghcm3

hc(V − Ehc). (B.1.3)

b.1.4 Intercambiador sodio/protón electroneutral de espermatozoide

Este tipo de intercambiador es específico 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 despolarización. Cuando está activo,
hace uso del gradiente de concentración de Na+ para expulsar protones por medio de un
mecanismo de intercambio electroneutral Na+/H+ con una estequiometría 1:1 [115], lo cual
provoca una alcalinización del citosol. Si bien el sNHE no es un canal iónico, se distingue
del resto de la familia NHE por tener un dominio sensor de voltaje que es homólogo
al de los canales voltaje-dependientes [31] (ver Figura 1.5); esto podría explicar que el
incremento de pHi sodio-dependiente observado en el espermatozoide de erizo de mar
requiera una hiperpolarización [57, 115-117], a pesar de que la distribución de cargas neta
en cada evento de intercambio es neutral. Por lo tanto, se modela esta dependencia de la
activación sobre el voltaje como un mecanismo de compuerta similar al de las ecuaciones
tipo HH. La fracción de moléculas activas de sNHE, denotada f a

nh, se describe como:

d f a
nh

dt
= αnh(1− f a

nh)− βnh f a
nh, (B.1.1)

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

αnh = n1
V − n2

e
V−n2

n3 − 1
, (B.1.2a)

βnh = −n4
V − n5

e−
V−n5

n6 − 1
. (B.1.2b)

El flujo de protones debido a la actividad de sNHE, designado JH (mol s−1), se modela
como un mecanismo reversible, de equilibrio rápido, orden de unión aleatorio, cinética
bi-bi, tal cómo se propuso en intercambiadores electroneutrales de mitocondria [118]:
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JH = f a
nh Jmax

H[Na+]o − 10−pHo [Na+]i

H[Na+]o + KNa(H + 10−pHo) + 10−pHo [Na+]i
, (B.1.3)

donde Jmax (mol s−1) es la velocidad de intercambio máxima; [Na+]o y [Na+]i son las
concentraciones extracelulares e intraflagelares, respectivamente; pHo es el pH extracelular;
y KNa es la constante de equilibrio de disociación para el sodio.

b.1.5 Canales de calcio voltaje-dependientes

Existe evidencia que sugiere la participación de los canales de Ca2+ voltaje-dependientes
clásicos (CaV) en la respuesta activada por SAP, i. e. los canales activados por bajo [8, 18] y
alto umbral [19]. Para este modelo sólo 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 dinámica
se modela con el esquema más sencillo, en el cual los canales adquieren uno de tres
estados: inactivo (CaV

i), cerrado (CaV
c) y abierto (CaV

o), y las transiciones entre éstos son
irreversibles a manera de simplificar el modelo:

CaV
i αcv // CaV

c

βcv
��

CaV
o

γcv

cc

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

αcv =v1
V − v2

e
V−v2

v3 − 1
, (B.1.1a)

βcv =− v4
V − v5

e−
V−v5

v6 − 1
, (B.1.1b)

γcv =− v7
V − v8

e−
V−v8

v9 − 1
. (B.1.1c)

Cada velocidad de transición está definida para que sea favorecida dentro de diferentes
rangos de voltaje: la recuperación de la inactivación (de CaV

i a CaV
c) se ve favorecida por

la hiperpolarización, la inactivación (de CaV
o a CaV

i) tiene lugar bajo despolarización y
la apertura de canales cerrados (CaV

c a CaV
o) se ve favorecida por potenciales que caen

dentro de un rango más estrecho entre los dos primeros rangos.
Denotando la fracción de canales abiertos, cerrados e inactivos como f o

cv, f c
cv y f i

cv,
respectivamente, se tienen dos ecuaciones diferenciales para la cinética de los primeros
dos estados, mientras que la última se calcula a partir de la ecuación de conservación
f o
cv + f c

cv + f i
cv = 1.
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d f o
cv

dt
= βcv f c

cv − γcv f o
cv, (B.1.2a)

d f c
cv

dt
= αcv(1− f c

cv − f o
cv)− βcv f c

cv. (B.1.2b)

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

f̂ o
cv =

αcvβcv

βcvγcv + αcvβcv + γcvαcv

=
1

1 + γcv

(
1

αcv
+ 1

βcv

) .
(B.1.3a)

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

Icv = gcv f o
cv(V − ECa). (B.1.4)

b.1.6 Canales CatSper

El genoma de erizo de mar contiene el conjunto de genes necesario para la expresión de
las cuatro subunidades centrales y tres auxiliares que constituyen el complejo CatSper [22].
Además, la expresión 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 ratón, de humano y de erizo de mar [24, 25, 119,
120]:

i apertura por despolarización

ii modulación de la sensibilidad al voltaje por pHi

iii inactivación por calcio intracelular

Estas formas de regulación se modelaron mediante dos variables de compuerta in-
dependientes, mcs y hcs, que representan respectivamente la fracción de canales con su
compuerta modulada por voltaje y pHi abierta, y la fracción de canales con su compuerta
Ca2+-dependiente sin inactivar por el calcio. De esta forma, la fracción de canales CatSper
abiertos, f o

cs, capaces de conducir corriente Ca2+, está dado por el producto de estas dos
variables de compuerta:

f o
cs = mcshcs, (B.1.1)

cuya dinámica se describe mediante las siguientes ecuaciones diferenciales:
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dmcs

dt
=αm(1−mcs)− βmmcs, (B.1.2a)

dhcs

dt
=αh(1− hcs)− βhhcs. (B.1.2b)

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

αm =s1e−
vcs−V

2s2 , (B.1.3a)

βm =s1e
vcs−V

2s2 , (B.1.3b)

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

m̂cs =
αm

αm + βm
=

1

1 + e
vcs−V

s2

. (B.1.4)

La modulación por pHi se incluye de tal forma que el voltaje de activación media, vcs,
sea a su vez una función dependiente de la concentración de protones H:

vcs = s3
ss5

4
(− log10 H)s5 + ss5

4
+ s6, (B.1.5)

con el fin de producir un desplazamiento de la curva de activación hacia potenciales de
membrana más negativos tras la alcalinización 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 homólogas en mamífero es pequeña (25-35 %) [24], y más aún la
secuencia del dominio sensor de voltaje (ubicado en la región transmembranal S4) en erizo
de mar [24] contiene más residuos cargados positivamente en las subunidades CatSper 3 y
4 en comparación con sus respectivos homólogo en mamíferos [30], lo cual sugiere que la
apertura de este canal podría tener una mayor dependencia de voltaje.

Se propone que la segunda compuerta, inactivada por [Ca2+]i, cambia entre estados
abierto y cerrado con las siguientes velocidades:

αh =s10(s8/s7)
s9 , (B.1.6a)

βh =s10(C/s7)
s9 , (B.1.6b)

cuyas formas de función fueron elegidas de modo que al resolver la fracción de compuerta
abierta en el equilibrio, ĥcs, se obtenga una función de Hill

ĥcs =
αh

αh + βh
=

s8
s9

ss9
8 + Cs9

. (B.1.7)

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

Ics = gcs f o
cs(V − ECa). (B.1.8)



90 Modelo continuo

b.1.7 Canales de potasio de alta conductancia

Estos canales, también conocidos como BK, se activan por [Ca2+]i, y se ha considerado
su participación en la VSAS por experimentos de bloqueo farmacológico (AN [8, 36] e
Iberiotoxina [39]); además, se han incluido en modelos discretos [39]. Para su dinámica
se plantea la existencia de dos estados, abierto o cerrado, donde la fracción de canales
abiertos, denotada por f o

bk, se describe por la siguiente ecuación diferencial:

d f o
bk

dt
= αbk(1− f o

bk)− βbk f o
bk, (B.1.1)

con la tasa de cierre constante βbk constante y la tasa de apertura es la siguiente función
dependiente de Ca2+:

αbk = b1
b2 − C

e
b2−C

b3 − 1
. (B.1.2)

La densidad de corriente iónica a través de estos canales se expresa como:

Ibk = gbk f o
bk(V − EK). (B.1.3)

b.2 Compendio de ecuaciones

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

b.2.1 Módulo disparador

dS
dt

=− r1θRSR, (B.2.1)

dR
dt

=− r1SR, (B.2.2)

dRH

dt
=r1SR− r2RH, (B.2.3)

dRL

dt
=r2RH − r3RL, (B.2.4)

dG
dt

=σG − δGG + θG(kHRH + kLRL), (B.2.5)

d f o
kn

dt
=αknG(1− f o

kn)− βkn f o
kn, (B.2.6)

dmhc

dt
=

1
τhc

(m̂hc −mhc) , (B.2.7)

Ikn =gkn f o
kn(V − EK), (B.2.8)

Ihc =ghcm3
hc(V − Ehc). (B.2.9)
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b.2.2 Módulo CaV+BK

d f o
cv

dt
=βcv f c

cv − γcv f o
cv, (B.2.1)

d f c
cv

dt
=αcv(1− f c

cv − f o
cv)− βcv f c

cv, (B.2.2)

d f o
bk

dt
=αbk(1− f o

bk)− βbk f o
bk, (B.2.3)

Icv =gcv f o
cv(V − ECa), (B.2.4)

Ibk =gbk f o
bk(V − EK). (B.2.5)

b.2.3 Módulo CatSper+sNHE

dmcs

dt
=αm(1−mcs)− βmmcs, (B.2.1)

dhcs

dt
=αh(1− hcs)− βhhcs, (B.2.2)

d f a
nh

dt
=αnh(1− f a

nh)− βnh f a
nh, (B.2.3)

dH
dt

=σH − δH H − JH

v f
, (B.2.4)

Ics =gcs f o
cs(V − ECa). (B.2.5)

b.2.4 Ecuaciones de acoplamiento de módulos

dV
dt

=− 1
Cm

(
IL + ∑

i
Ii

)
, (B.2.1)

dC
dt

=σC − δCC−
s f

2v f F∑
j

Ij, (B.2.2)

IL =gL

(
V − Em

(
1 + ∑

i

gi

gL
f̂iEi

))
, (B.2.3)

con i ∈ {kn, hc, cv, bk, cs}, y j ∈ {cv, cs}; de estos últimos conjuntos, se elige el subconjun-
to de corrientes correspondiente según el escenario a explorarse.
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b.3 Variables , funciones intermedias y valores de parámetros

En la tabla B.1 se concentra de forma sistemática toda la información 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 parámetro, o la indicación de
si se trata de una variable ó una función. La última columna podrá contener, según sea el
caso:

El número de referencia bibliográfica si se utilizaron los valores tal como están
reportados en la literatura.

La letra A si se trata de un parámetro ajustado con funciones del software especificado
en la sección 4.2.2, así como el número de referencia bibliográfica de donde fueron
extraídos los datos experimentales para el ajuste.

Las letras E si es un parámetro que fue estimado dentro de rangos fisiológicamente
razonables, siguiendo criterios como la generación de oscilaciones de calcio cuya am-
plitud y duración fueran compatibles con lo observado experimentalmente; de igual
forma, se reporta el número de referencia bibliográfica si se usaron observaciones
experimentales como guía.

La letra D si se trata de un parámetro derivado mediante una ecuación, acompañado
de la referencia a la sección donde se explica su derivación.

Una referencia a una ecuación cuando sea una variable o una función.
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Tabla B.1: Variables, funciones intermedias y valores de parámetros. A=parámetro ajustado a datos, E=parámetro estimados manualmente,
D=parámetro derivado

Símbolo Descripción Unidades Valor de Referencias
referencia

Módulo disparador: Receptores de SAP y señal de cGMP

SAP y su receptor

S Concentración extracelular de SAP nm Variable ec. B.1.3
R Número de receptores libres por flagelo Variable ec. B.1.3

RH Número de receptores con alta actividad por flagelo Variable ec. B.1.3
RL Número de receptores con baja actividad por flagelo Variable ec. B.1.3
RT Número total de receptores por flagelo 7.36× 105 A [6],Fig.B.1
θR Factor de conversión, número de receptores a concentración nm 6.14× 10−5 D (sec.4.2.1.2)
s Número de células por volumen en la cámara de medición mL−1 3.70× 107 A [6],Fig.B.1
r1 Constante de velocidad de asociación SAP-receptor nm

−1 s−1 2.70× 10−2 [105]
r2 Constante de velocidad de conversión RH a RL s−1 8.70 A [6],Fig.B.1
r3 Constante de inactivación de RL s−1 5.70× 10−2 A [6],Fig.B.1

cGMP

G Concentración intraflagelar de cGMP nm Variable ec. 4.2.4
Gr Concentración en reposo nm 1.25 A [6]
σG Tasa de síntesis independiente de receptores nm s−1 23.65 A [6],Fig.B.1
δG Constante de degradación s−1 18.92 A [6],Fig.B.1
ρG Tasa de síntesis dependiente de receptores s−1 Función ec. B.1.4
kL Constante de velocidad de síntesis por RL s−1 3.25 A [6],Fig.B.1
kH Constante de velocidad de síntesis por RH s−1 40.20 A [6],Fig.B.1
BG Capacidad de amortiguamiento de cGMP 5.49× 103 A [18]

Continúa en la siguiente página
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Tabla B.1 – viene de la página anterior

Símbolo Descripción Unidades Valor de Referencias
referencia

θG
Factor para convertir número de moléculas nm 1.89× 10−4 D 4.2.1.2
a concentración efectiva intraflagelar

Canales KCNG

f o
kn Fracción de canales abiertos Variable ec. B.1.1

αkn Constante de velocidad de apertura nm
−1 s−1 10 A [18]

βkn Constante de velocidad de cierre s−1 257 [16]
gkn Densidad de conductancia pS µm−2 135.30 Aa [18]
Ikn Densidad de corriente fA µm−2 Función ec. B.1.3

Canales spHCN

mhc Fracción de compuertas abiertas Variable ec. B.1.1
f o
hc Fracción de canales abiertos Función m3

hc
m̂hc Fracción de canales abiertos en estado estacionario Función ec. B.1.2
τhc Tiempo característico de apertura s Función ec. B.1.2
h1 Voltaje de activación media mV −50.80 [59, 82]
h2 Sensibilidad de activación mV 6.60 [59, 82]
h3 Valor basal del tiempo característico τhc s 9.18× 10−2 A [59],Fig.B.2
h4 Amplitud del tiempo característico τhc s 1.10 A [59],Fig.B.2
h5 Voltaje donde es máximo τhc mV −42 A [59],Fig.B.2
h6 Ancho característico de τhc mV 18.50 A [59],Fig.B.2
ghc Densidad de conductancia pS µm−2 193.50 Ab [18]
Ihc Densidad de corriente fA µm−2 Función ec. B.1.3

Continúa en la siguiente página

a Tomando en cuenta la superficie de membrana del flagelo s f , y la conductancia unitaria de 110 pS [17], esto implicaría ∼37 canales por flagelo
b Tomando en cuenta la superficie de membrana del flagelo s f , y la conductancia unitaria (43 pS [81]), esto implicaría ∼135 canales por flagelo
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Tabla B.1 – viene de la página anterior

Símbolo Descripción Unidades Valor de Referencias
referencia

Módulo CaV + BK

Parámetros de equilibrio para V y C

gL Densidad de conductancia de fuga pS µm−2 1.94 A [18]c

EL Potencial de inversión de la corriente de fuga mV 80.05 D (ec.4.2.3)
σC Velocidad de flujo basal de Ca2+, independiente de CaV nm s−1 1.14× 108 D (sec. 4.2.4)
δC Constante de extrusión de Ca2+ s−1 1.16× 106 E

Canales CaV

f o
cv Fracción de canales abiertos Variable ec. B.1.2

f c
cv Fracción de canales cerrados Variable ec. B.1.2

αcv Velocidad de recuperación de la inactivación s−1 Función ec. B.1.1
βcv Velocidad de apertura s−1 Función ec. B.1.1
γcv Velocidad de inactivación s−1 Función ec. B.1.1
v1 Constante de velocidad de recuperación de la inactivación mV−1 s−1 10.10 E
v2 Voltaje de inflexión de recuperación de la inactivación mV −55 E
v3 Sensibilidad de recuperación de la inactivación al voltaje mV 1.42 E
v4 Constante de velocidad de la apertura mV−1 s−1 33.80 E
v5 Voltaje de inflexión de la apertura mV −39 E
v6 Sensibilidad de apertura al voltaje mV 2.10 E
v7 Constante de velocidad de la inactivación mV−1 s−1 8.10 E
v8 Voltaje de inflexión de la inactivación mV −18 E
v9 Sensibilidad de la inactivación al voltaje mV 7.50 E

Continúa en la siguiente página

c Ajustado en el módulo disparador
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Tabla B.1 – viene de la página anterior

Símbolo Descripción Unidades Valor de Referencias
referencia

gcv Densidad de conductancia pS µm−2 185.16 Ed

Icv Densidad de corriente fA µm−2 Función ec. B.1.4

Canales BK

f o
bk Fracción de canales abiertos Variable ec. B.1.1

αbk Velocidad de apertura s−1 Función ec. B.1.2
βbk Constante de velocidad de cierre s−1 97 E
b1 Constante de velocidad de apertura nm

−1 s−1 0.97 E
b2 [Ca2+]i de inflexión de αbk nm 316 E
b3 Sensibilidad de [Ca2+]i de αbk nm 30 E
gbk Densidad de conductancia pS µm−2 214.50 Ee

Ibk Densidad de corriente fA µm−2 Función ec. B.1.3

Módulo CatSper + sNHE

Parámetros de equilibrio para V y C

gL Densidad de conductancia de fuga pS µm−2 9 Ef

EL Potencial de inversión de la corriente de fuga mV −20.40 D (ec. 4.2.3)
σC Velocidad de flujo basal de Ca2+, independiente de CatSper nm s−1 3.72× 107 D (sec. 4.2.4)
δC Constante de extrusión de Ca2+ s−1 4.27× 105 E

Intercambiadores sNHE

f a
nh Fracción de intercambiadores activos Variable ec. B.1.1

Continúa en la siguiente página

d Tomando en cuenta la superficie de membrana del flagelo s f , y la conductancia unitaria (4.70 pS [121]), esto implicaría ∼1182 canales por flagelo
e Tomando en cuenta la superficie de membrana del flagelo s f , y la conductancia unitaria (70 pS [95]), esto implicaría ∼92 canales por flagelo
f Ajustado en el módulo completo CatSper+sNHE para conservar la caída 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 página anterior

Símbolo Descripción Unidades Valor de Referencias
referencia

αnh Velocidad de activación s−1 Función ec. B.1.2
βnh Velocidad de inactivación s−1 Función ec. B.1.2
n1 Constante de velocidad de activación mV−1 s−1 1.51 E
n2 Voltaje de inflexión de activación mV −65 E
n3 Sensibilidad de activación a voltaje mV 7 E
n4 Constante de velocidad de inactivación mV−1 s−1 0.90 E
n5 Voltaje de inflexión de inactivación mV −30 E
n6 Sensibilidad de inactivación a voltaje mV 7 E

Jmax Velocidad de intercambio máxima fmol s−1 3 × 10−7 E
KNa Constante de disociación de Na+ mm 25 E [57]g

Canales CatSper

f o
cs Fracción de canales abiertos Función ec. B.1.1

mcs
Fracción de canales con compuertas voltaje- Variable ec. B.1.2
y pH-dependiente abiertas

hcs
Fracción de canales con la compuerta Ca2+-dependiente Variable ec. B.1.2
sin inactivar

vcs
Voltaje dependiente de pH que lleva al 50 % de mV Función ec. B.1.5
activación de mcs en el equilibrio

s1 Constante de velocidad de apertura de mcs s−1 270 E
s2 Sensibilidad de compuerta al voltaje mV 10 E [24, 30],Fig.B.3
s3 Amplitud de la respuesta de vcs a pHi mV 79.70 A [25],Fig.B.3
s4 pHi de activación media de vcs 7.20 E [25],Fig.B.3
s5 Coeficiente de Hill de vcs 35.52 A [25]

Continúa en la siguiente página

g Basado en la figura 1 de [57]
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Tabla B.1 – viene de la página anterior

Símbolo Descripción Unidades Valor de Referencias
referencia

s6 Valor basal de vcs, independiente de pHi mV −41 E,Fig.B.3
s7 Factor de escalamiento nm 1 E
s8 [Ca2+]i que lleva a una inactivación de hcs en un 50 % nm 700 E
s9 Coeficiente de Hill de la curva de inactivación por Ca2+ 2.50 E
s10 Constante de velocidad de inactivación por Ca2+ nm

−1 s−1 1.40× 10−4 E
gcs Densidad de conductancia a calcio pS µm−2 39.90 E h [25]
Ics Densidad de corriente fA µm−2 Función ec. B.1.8

Variables y parámetros comunes

V Potencial de membrana mV Variable ec. 4.2.1
Em Potencial de membrana en reposo mV −40 [18, 32, 76, 78]
Cm Capacitancia específica de la membrana del flagelo pF µm−2 1 × 10−2 [122]i

v f Volume intraflagelar fL 1.60 [16]
s f Area de la membrana del flagelo µm2 30 Dj

[K+]o Concentración extracelular de potasio mm 9 [123]k

[K+]i Concentración intraflagelar de potasio en reposo mm 219 [115]
[Na+]o Concentración extracelular de sodio mm 423 [123]k

[Na+]i Concentración intraflagelar de sodio en reposo mm 20 [56]
pHo pH extracelular 8 [123]k

pHr pH intracelular en reposo 7.10 [56]
[Ca2+]o Concentración extracelular de calcio mm 10 [123]k

Continúa en la siguiente página

h Tomando en cuenta la superficie de membrana del flagelo s f , y suponiendo que la conductancia unitaria a Ca2+ sea de 1 pS, esto implicaría ∼1200 canales por
flagelo

i Valor convencional para la mayoría de membranas citoplasmáticas eucariotas
j Modelando el flagelo como un cilindro de longitud 40 µm y un diámetro de base 240 nm, viene como la superficie lateral de éste

k Concentración típica en agua de mar artificial utilizada para experimentos de embriología de organismos marinos
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Tabla B.1 – viene de la página anterior

Símbolo Descripción Unidades Valor de Referencias
referencia

Cr Concentración intraflagelar de calcio en reposo nm 100 [8, 56]
C Concentración intraflagelar de calcio nm Variable ec. 4.2.6
H Concentración intraflagelar de protones m Variable ec. 4.2.5
σH Velocidad de flujo basal de H+, independiente de sNHE m s−1 1.50× 10−7 D (sec.4.2.4)
δH Constante de extrusión o consumo de H+ s−1 1.28 D (ec.4.2.5)
EK Potencial de equilibrio de K+ mV −80 Dl

Ehc Potencial de inversión de Ihc mV −18 [58, 59, 81]
ECa Potencial de equilibrio de Ca2+ mV 144 Dm

l Calculado con la ecuación de Nernst, E = RT
zF ln [X]o

[X]i
, con temperatura T=17 ◦C

m Calculado con la ecuación de Nernst con temperatura T=17 ◦C, y usando como concentración interior el parámetro Cr
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b.4 Calibración
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Figura B.1: Cinética de la concentración intracelular de cGMP medida en poblaciones de es-
permatozoides en solución, estimulados con diferentes concentraciones de SAP. Se muestra en
escala log-log, datos provenientes de diferentes estímulos iniciales de SAP (extraídos de [6]); para
diferenciarlos tienen asignados un tipo de símbolo particular, y en la leyenda de la figura se
muestran los valores de SAP en nm. Las lineas punteadas corresponden a simulaciones de célula
única resultantes de ajustar los componentes del módulo disparador (S, RH , RL, G), las cuales
fueron re-escaladas de acuerdo con la Sección 4.2.1.2
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Figura B.2: Calibración de los parámetros de compuerta de spHCN. En el panel superior se
muestran trazos experimentales de corrientes iónicas medidas en esquema de célula completa, en
células HEK expresando heterólogamente spHCN, cargadas con análogo de cAMP desenjaulable
por luz UV. La familia de corrientes se generó por diferentes pulsos de voltaje, indicados al final
del trazo. Datos extraídos de la figura 4a de [59] (lineas grises). Se hizo un ajuste de una función
exponencial a cada trazo (líneas discontínuas negras), con el fin de estimar el tiempo característico
de activación (τ). Tomando como entrada la serie de tiempos característicos obtenidos, en el panel
inferior se muestra el ajuste resultante de éstos a una función Gaussiana, forma propuesta para el
tiempo característico voltaje-dependiente de spHCN (Sec.B.1.3)
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Figura B.3: Calibración de la compuerta pH- y voltaje-dependiente de CatSper. En A y B se
muestran datos experimentales de espermatozoide de ratón (círculos), junto con ajustes (lineas)
relacionados con la variable de compuerta dependiente de voltaje y pHi en el equilibrio, m̂cs. Las
lineas discontinuas corresponden al caso de ratón, mientras que las continuas, a erizo de mar.
Partiendo de los parámetros obtenidos con los datos de ratón, éstos se adaptaron al contexto
de la VSAS buscando que la sensibilidad de CatSper al pHi estuviera dentro de los rangos de
variación reportados para la respuesta fisiológica del pHi en espermatozoides de erizo de mar
(zona marcada en gris). Los datos experimentales de A corresponden a la amplitud de corriente
de iones divalentes (Ba2+ simétrico) producidas al llevar el voltaje de mantenimiento de 0 mV a
−100 mV, bajo diferentes pHi, y medidas por patch-clamp de célula completa en espermatozoides
de ratón (datos extraídos de la figura 4c de [25]). Las lineas discontinuas de los paneles A y B,
corresponden al ajuste simultáneo 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 ratón y erizo de mar,
respectivamente, usando la ecuación B.1.4. En C, se usaron los parámetros reportados en [25]).
En D, se indica él potencial de membrana en reposo con una línea discontinua gris a manera de
referencia. Como una propuesta inicial, el parámetro de sensibilidad a voltaje, s2, se disminuyó
en comparación con el reportado para ratón 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 más cargas positivas que el
homólogo de ratón y humano, probablemente haciendo la compuerta más sensible a los cambios
de voltaje. Este último parámetro no se ha estimado en erizo de mar, pues aún no existen medidas
de patch-clamp reportadas
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Figura B.4: Simulación 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=0, un pulso de
voltaje hiperpolarizante seguido inmediatamente de un pulso despolarizante, con una duración
de 0.25 s, cada uno. Las dinámicas de voltaje durante el estímulo exógeno están indicadas con
lineas discontinuas. En los paneles A y B, se muestran los escenarios CaV+BK y CatSper+sNHE,
respectivamente. De arriba a abajo, las figuras corresponden a las dinámicas de C junto con G
re-escalada, y el potencial de membrana junto con pHi.
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