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Nomenclatura

ATP - Adenosin trifosfato (por sus siglas en inglés: Adenosine triphosphate)

[B]x - Concentración de sitios de unión a calcio en el compartimento celular (x)

[BCa] - Concentración de calcio pegado a proteínas

β - Capacidad amortiguadora

Ca2+ - Calcio

[Ca2+] - Concentración de calcio

[Ca2+]i - Concentración de calcio libre intracelular

[Ca2+(t)]i - Concentración de calcio libre intracelular dependiente del tiempo

[Ca2+]T i - Concentración total de calcio intracelular

[Ca2+]RS - Concentración de calcio libre en el retículo sarcoplásmico

[Ca2+]TRS - Concentración total de calcio en el retículo sarcoplásmico

[Ca2+]Tx - Concentración total de calcio en un compartimento celular (x)

[Ca2+]x - Concentración de calcio libre en un compartimento celular (x)

CICR - Liberación de calcio inducida por calcio (por sus siglas en inglés: Calcium In-

duced Calcium Release)

Caf o CaU - Cafeína

CSQ - Calsequestrina (por sus siglas en inglés: calsequestrin)

CML - Células de músculo liso

CE - Cinética estándar

CbD - Cinética bajo demanda

D - Dímeros

EDOs - Ecuaciones Diferenciales Ordinarias

[F]x - Concentración del Wuoróforo en un compartimento x

[FCa] - Concentración del Wuoróforo unido a calcio

H+ - Hidrógeno

IP3Rs - Receptores de IP3 (por sus siglas en inglés: inositol 1,4,5-triphosphate receptor)

JCaV - Flujo de calcio por medio de los canales de calcio dependientes de voltaje
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J̃neto - Flujo neto de calcio de un compartimento celular

Jneto - Flujo neto de calcio multiplicado por el volumen en ese compartimento

JMP - Flujo de calcio del espacio extracelular al intracelular a través de la membrana

plasmática

JRS/E - Flujo de calcio del retículo sarco/endoplásmico

JRyR - Flujo de calcio por medio de los RyRs

JSERCA - Flujo de calcio por medio de la bomba SERCA

J1 - Flujo de calcio del citoplasma al espacio extracelular por medio de los mecanismos

de remoción de calcio

J2 - Flujo de calcio del retículo sarcoplásmico hacia el citoplasma por medio de los re-

ceptores de rianodina

J3 - Flujo de calcio del citoplasma hacia el retículo por medio de la bomba SERCA

Mg2+ - Magnesio

M - Monómeros

N - Número total de canales liberadores de calcio

P - Polímeros

Po - Probabilidad de apertura (por sus siglas en inglés: open probability)

PMCA - Bomba de calcio de la membrana plasmática (por sus siglas en inglés: Plasma

Membrane Calcium ATPase)

RyR o RyRs - Receptor o receptores de rianodina (por sus siglas en inglés: Ryanodine

Receptor)

RE - Retículo endoplásmico

RS - Retículo sarcoplásmico

RS/E - Retículo sarcoplásmico/Retículo endoplásmico

SERCA - Bomba de calcio del retículo sarco/endoplásmico (por sus siglas en inglés: Sar-

coplasmic/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase)
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Resumen

La química de coordinación del ion calcio (Ca2+) provoca la estabilización de esta-

dos conformacionales especíVcos en las proteínas. De aquí que incrementos en la concen-

tración de Ca2+ citosólico modiVquen el comportamiento celular. Sin embargo, un exceso

de Ca2+ es citotóxico. Por lo que la célula invierte una cantidad importante de energía

metabólica para mantener baja la actividad del ion en el citoplasma (alrededor de 100

nM). Por otro lado, el gradiente de Ca2+ entre el lumen del retículo sarco/endoplásmico

y el citoplasma es muy grande de forma tal que al abrir los canales liberadores de Ca2+

del retículo se esperaría que se produjera una reducción inmediata en la concentración

de Ca2+ luminal. Sin embargo, registros simultáneos de la concentración de Ca2+ lumi-

nal e intracelular muestran que el proceso de liberación de Ca2+ es mucho más complejo

de lo que previamente se había visualizado. Estos experimentos muestran que el Ca2+

intracelular incrementa sin una reducción signiVcativa en la concentración de Ca2+ lu-

minal. Debido a que el Ca2+ no es un metabolito, no se sintetiza ni se degrada, sólo

cambia de compartimento, estos experimentos no son fáciles de interpretar basados en

la ley de conservación de la materia. En este trabajo se desarrolló un modelo matemáti-

co determinista para explicar el aumento de Ca2+ sin una reducción signiVcativa en la

concentración de Ca2+ luminal. La principal contribución de este trabajo es que los es-

quemas cinéticos tradicionales que se usan para modelar la cinética de unión de Ca2+

a las proteínas luminales no explican este comportamiento del retículo. En este trabajo

se propuso un nuevo mecanismo denominado cinética bajo demanda (CbD), dónde el

número de sitios de unión a Ca2+ en el lumen del retículo incrementan en respuesta al

Ca2+ que se ha unido previamente. La propuesta se basó en el comportamiento de calse-

cuestrina, una proteína amortiguadora de Ca2+ localizada en el lumen del retículo, la

cual, incrementa sus sitios de unión a Ca2+ dependiendo de su estado de polimerización.

Los parámetros del modelo fueron extraídos de la literatura o estimados de datos experi-

mentales. Nuestros resultados sugieren que la capacidad amortiguadora de Ca2+ dentro

del retículo depende de que la bomba SERCA esté activa y que varía con la concen-
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tración de Ca2+ libre en dicho compartimento. Además, nuestros resultados sugieren

que la reducción rápida de la capacidad amortiguadora de Ca2+ optimiza la liberación

de Ca2+ al disminuir la competencia entre las proteínas amortiguadoras de Ca2+ en el

lumen del retículo y los canales de liberación de Ca2+. No es claro cómo la actividad

de la bomba SERCA facilita la reducción en la capacidad amortiguadora de Ca2+. Sin

embargo, cuando la bomba SERCA está inhibida, la competencia por el Ca2+ entre las

proteínas luminales y los canales de liberación se hace evidente.
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Abstract

Calcium ions (Ca2+) modify cell behavior by stabilizing conformational states of ef-

fector proteins. The increase of the cytosolic Ca2+ concentration is the triggering signal

for many physiological responses. An excess of Ca2+ is, however, toxic, for this reason

cells invest a substantial amount of energy to keep low the activity of this ion in the cy-

toplasm (near 100 nM). The calcium gradient between the lumen of Sarco/Endoplasmic

Reticulum (S/ER) and cytoplasm is so large that the opening of release channels should

lead to an immediate reduction of the luminal [Ca2+]. However, simultaneous record-

ing of both luminal and intracellular [Ca2+] showed that the Ca2+ release process is

more complex than expected. These experiments have revealed that intracellular Ca2+

increases without any signiVcant reduction of the luminal SR [Ca2+]. This certainly is

not easy to explain based on the principle of mass conservation. We have developed a

simple deterministic mathematical model to explain this situation. The main contribu-

tion of this model is the recognition that experimental data cannot Vtted using standard

kinetics of Ca2+ binding to proteins. The solution was to assume a new type of kinetics

that we called Kinetics on Demand (KonD), where the number of Ca2+ binding sites

increases in response to the binding of Ca2+ and viceversa. This situation is not totally

unheard-of since calsequestrin increases the number of Ca2+ binding sites depending on

the polymerization state of the protein. Model parameters were estimated from available

experimental data. Our ad hoc mechanism suggests that the variable Ca2+ buUering ca-

pacity depends on intact SERCA pumps and interestingly increases with the free Ca2+

in the SR. The results suggests that rapid reduction of the calcium buUering capacity

optimizes Ca2+ release by decreasing the competition between luminal Ca2+ binding

proteins and the release channels. It is unclear how the activity of SERCA pumps fa-

cilitate this reduction in the calcium buUering capacity. However, when SERCA pumps

are inhibited, the competition for Ca2+ between luminal proteins and release channels

becomes evident.
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1. Introducción

“All things in life are so multifaceted, contradictory

and obscure that we can never be sure about the

truth.”

—Desiderius Erasmus.

Moriae encomium (The Praise of Folly).

Paris: Gilles de Gourmont; 1509.

Esta tesis sugiere un posible escenario para explicar la aparente violación a la ley de

conservación de la materia encontrada en el proceso de liberación del ion calcio (Ca2+)

proveniente del retículo sarcoplásmico (RS) por medio de los receptores de rianodina

(RyRs) en células de músculo liso (CML) [1, 2] a través de modelado matemático. Además

el modelo incluye la participación que tienen las bombas SERCA (Sarco/Endoplasmic

Reticulum Calcium ATPase) [3] en este proceso de liberación. En la sección 1.1 se presen-

ta el material necesario para entender este capítulo introductorio, seguido por la descrip-

ción de la Bomba SERCA en la sección 1.2 y de los RyRs en la sección 1.3. La interacción

funcional entre la bomba SERCA y los RyRs se presenta en la sección 1.4. Los Wujos de

Ca2+ se presentan en la sección 1.5. La teoría de los amortiguadores de Ca2+ endógenos

se presenta en la sección 1.6 y de los amortiguadores éxogenos en la sección 1.7.

1.1. Generalidades

Los incrementos transitorios de la concentración de calcio intracelular ([Ca2+]i) re-

gulan diversos procesos celulares [4]. La versatilidad de la utilización del Ca2+ surge de

su función como unmensajero intracelular —segundomensajero—. El Ca2+ transmite in-

formación que llega a la superVcie de la célula a blancos intracelulares —las proteínas—

[5]. Esto es posible debido a su particular química de coordinación, que le permite unirse

a las cavidades irregulares encontradas en las estructuras terciarias de las proteínas [6].

Sin embargo, altas concentraciones de Ca2+ causan agregación de proteínas y ácidos nu-

cleicos, afectando la integridad de la membrana celular e iniciando la precipitación de
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fosfatos [7]. Por lo tanto, altas concentraciones de Ca2+ son incompatibles con la vida,

ya que un incremento en [Ca2+]i es citotóxico [8].

El Ca2+ no es un metabolito, por lo que no se sintetiza, ni se degrada, sólo cambia

de compartimento [7]. Como resultado, las células desarrollaron sistemas efectivos para

mantener baja la actividad (concentración efectiva) intracelular de Ca2+, alrededor de

100 nM. Esto representa una diferencia de aproximadamente 104 veces con respecto a

la concentración de Ca2+ extracelular (≈ 1-2mM) [8]. Mantener este gradiente electro-

químico de Ca2+ requiere un aporte importante de energía metabólica por parte de la

célula [8].

Las señales de Ca2+ son relativamente estereotipadas, lo cual implica la existencia

de mecanismos de señalización por Ca2+ que descodiVcan las características de estas

señales en diversos contextos de espacio, tiempo y amplitud [5, 9]. De esta manera, se

pueden encontrar elevaciones de [Ca2+]i localizadas con duración de milisegundos —

las chispas de Ca2+— [5], incrementos en [Ca2+]i que abarcan todo el citoplasma con

duración de segundos —los transitorios de Ca2+— [4] e incrementos globales de [Ca2+]i

con duración de segundos a varios minutos, mediados por frentes de onda, en algunos

casos de periocidad compleja y caótica —las oscilaciones de Ca2+— [5]. De aquí que el

Ca2+ puede estar participando en procesos contradictorios como relajación y contracción

muscular, proliferación celular y apoptosis [9].

La señalización por Ca2+ es caracterizada por un incremento rápido de [Ca2+]i, re-

sultado de la entrada de Ca2+ a través de canales especializados en la membrana celular

o de la liberación a partir de las pozas intracelulares de Ca2+ —como el retículo sar-

co/endoplásmico (RS/E)— [10], [8]. El RS/E es una red de túbulos interconectados que

adopta diferentes conVguraciones [11], distribuida en toda la célula [7]. La liberación

de Ca2+ del RS/E ocurre por medio de canales iónicos localizados en su membrana [9]

—como los receptores del inositol 1,4,5 trifosfato (IP3Rs por sus siglas en Inglés) y los

receptores de rianodina (RyRs por sus siglas en inglés)— [8]. La [Ca2+]i retorna a sus

valores de reposo, vía la acción de las bombas de Ca2+, las bombas PMCA (Plasma

Membrane Ca2+-ATPase) y SERCA (Sarco/Endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase), in-
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tercambiadores de Ca2+, proteínas de unión a Ca2+ y otros amortiguadores endógenos

[10]. Por otro lado, existe un aporte constante de Ca2+ de baja magnitud al citoplasma

por parte del RS/E y del espacio extracelular conocido como fuga de Ca2+ [12]. Las con-

centraciones basales de Ca2+ se mantienen constantes en el citosol por los mecanismos

de remoción de Ca2+ dependientes de energía, que envían el exceso de Ca2+ de vuelta

al RS/E o al espacio extracelular. De aquí que [Ca2+]i este determinada por la entrada

de Ca2+, liberación de Ca2+, fuga de Ca2+, secuestramiento de Ca2+ (en los comparti-

mentos celulares como el RS/E) y amortiguamiento de Ca2+ [12, 13].

La importancia del amortiguamiento se enfatiza por el hallazgo de que sólo una frac-

ción muy pequeña del Ca2+ que entra a la célula queda como Ca2+ libre, la mayoría

se une rápidamente a los sitios de unión celular, y después es secuestrado dentro de los

organelos de almacenamiento de Ca2+, como el RS/E, o extruído por los mecanismos de

transporte de Ca2+ [13]. Por consiguiente, el Ca2+ intracelular se encuentra preponde-

rantemente unido a proteínas amortiguadoras con una relación típica de Ca2+ unido con

respecto al libre de ≈ 103 [14].

Por otro lado, el RS/E participa en la disminución de [Ca2+]i al remover Ca2+ desde

el citoplasma y rellenar las pozas internas de Ca2+ por medio de las bombas SERCA [3],

que hidrolizan ATP (Adenosine triphosphate) [15] para transportar iones de Ca2+ hacia

el lumen del organelo [7]. Estas ATPasas son reguladas por la concentración de Ca2+

libre en el lumen del RS/E ([Ca2+]RS ) y por diferentes tipos de proteínas [16].

Adicionalmente, el RS/E contiene proteínas de alta capacidad y baja aVnidad por

Ca2+, como serían la calsecuestrina (CSQ) o la calreticulina que no sólo unen, sino que

también secuestran Ca2+ dentro del lumen del organelo [7]. Es decir, la dinámica del ion

Ca2+ dentro del RS/E también depende de los amortiguadores de Ca2+ presentes [12].

De esta manera, [Ca2+]RS varía entre 200 y 800 µM y puede llegar a acumular hasta 40

mM de Ca2+ total ([Ca2+]TRS ) y se piensa que este mecanismo de alta capacidad está

desarrollado para evitar la citotoxicidad [8]. De aquí que entender la dinámica de Ca2+

dentro de los compartimentos celulares requiere conocer cómo los diversos sistemas que

controlan el Ca2+ dentro de ese compartimento regulan los niveles internos de Ca2+
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[12]. A continuación se describirá con mayor amplitud las características de algunos de

los componentes de la señalización por Ca2+.

1.2. La bomba de Ca2+ del retículo sarco/endoplásmico (SERCA)

La bomba SERCA es una proteína que pertenece a la familia de las ATPasas del tipo

P altamente conservada en mamíferos [16]. Esta proteína es codiVcada por tres diferentes

genes [16, 17], tiene un peso molecular aproximado de 110 KDa, y está localizada en la

membrana del RS/E [18]. Ante incrementos de [Ca2+]i, la bomba transporta Ca2+ desde

el citoplasma hacia el lumen del RS/E en contra del gradiente de concentración, en una

proporción de 2 iones Ca2+ transportados por una molécula de ATP hidrolizada y el

co-transporte de 2 ó 3 iones H+ [19].

Esta proteína no solo controla la remoción de Ca2+ en el citoplasma, también controla

la carga de Ca2+ en el RS/E, y por consecuencia la cantidad de Ca2+ disponible para

liberarse [16]. Debido a que el volumen del RS/E ocupa del 1 al 10 por ciento del volumen

celular [3, 20], la cantidad de Ca2+ que puede aportar este compartimento está limitada

por la cantidad de amortiguadores presentes [21].

La bomba SERCA pertenece a la familia de las ATPasas del tipo P, porque fosforila un

residuo de aspártico (Asp) durante su ciclo catalítico [18]. El ciclo catalítico involucra dos

estados conformacionales: E1 y E2 [19]. En el estado E1, la bomba se encuentra con sus

sitios de unión a Ca2+ abiertos hacia el citosol, es más estable en la forma no fosforilada,

y presenta alta aVnidad por Ca2+. En el estado E2, la bomba es más estable en la forma

fosforilada, se encuentra abierta hacia el RS/E, y presenta baja aVnidad por Ca2+ [19].

El transporte de Ca2+ hacia el lumen del RS/E ocurre de la siguiente manera: en la

forma E1, la proteína tiene una mayor aVnidad por Ca2+ que por protones. La unión

de Ca2+ favorece la fosforilación del residuo de aspáritico (Asp), y el ADP abandona la

enzima. La fosforilación facilita el cambio conformacional a la forma E2. La forma E2

tiene una menor aVnidad por Ca2+ que por protones, por lo que puede liberar al ión

Ca2+ del lado luminal del retículo. La disociación de Ca2+ induce la defosforilación del

residuo de aspártico. La forma defosforilada es la E1, por lo que se produce un cambio
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conformacional [19], vea la Figura 1.

El llenado del RS/E por medio de la bomba SERCA se ha podido comprobar en dife-

rentes estudios, uno de los cuales se discute a continuación. Al medir simultáneamente

[Ca2+]i y los niveles de Ca2+ en el RS de las células de músculo liso (CML) de vejiga

urinaria de cobayo, y al adicionar altas concentraciones de cafeína (para abrir un gran

número de RyRs), se observó un incremento de [Ca2+]i y la correspondiente disminu-

ción del Ca2+ luminal (ver Figura 2). Una vez que se recuperaron las concentraciones

basales de Ca2+ libre tanto en el citoplasma cómo en el RS, se aplicó tapsigargina (TG)

para inhibir la bomba SERCA y se volvieron a abrir los RyRs con cafeína. Esta situación

generó un incremento menor de [Ca2+]i, a pesar de que el nivel de Ca2+ libre luminal

no disminuyó cuando se aplicó TG. Estos resultados sugieren que hubo una completa

recuperación de [Ca2+]i basal, pero no hubo recuperación de los niveles de Ca2+ en el

RS. Se comprobó el vaciamiento completo del retículo porque al aplicar un tercer pulso

de cafeína ya no se produjo ningún cambio de [Ca2+]i ni en el nivel de Ca2+ luminal.

Estos datos corroboran que la bomba SERCA es el principal mecanismo de rellenado con

Ca2+ del RS [22].

Aunque hay diversas isoformas de la bomba SERCA encontradas en los diferentes

tejidos —SERCA1, SERCA2a, SERCA2b y SERCA3— [17], la velocidad a la que la bomba

transporta Ca2+ hacia el lumen del RS/E tiene una dependencia simple con respecto a

[Ca2+]i. Usando vesículas formadas por membranas de RS/E, y observando la velocidad

a la que la vesícula acumula 45Ca, un isótopo radiactivo de Ca2+, se ha observado que la

velocidad a la que SERCA bombea Ca2+ depende de manera sigmoidea del Ca2+, con un

coeVciente de Hill cercano a 2 [23]. Por otra parte, expresando las 3 isoformas de la bomba

SERCA en células COS-1, se encontró que todas las isoformas muestran propiedades

enzimáticas similares. Es decir, las enzimas son activadas de manera cooperativa por

Ca2+ con un coeVciente de Hill de aproximadamente 2 [17].
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Figura 1: Esquema en listón de las diferentes estructuras cristalinas de dos de los

diferentes estados conformacionales de la bomba SERCA. El inserto de la parte infe-

rior muestra el ciclo catalítico de la bomba SERCA para transportar Ca2+ hacia el lumen

del RS/E. El esquema representa a la bomba SERCA en colores que cambian gradual-

mente desde la amino terminal (azul) hacia la carboxilo terminal (rojo). El modelo de

lado izquierdo representa al estado conformacional E1Ca con 2 Ca2+ unidos a la proteí-

na (esferas en color morado), las Wechas discontínuas moradas representan los cambios

estructurales que experimentará la proteína del lado citoplásmico para pasar al estado E2.

A la derecha se muestra el estado conformacional E2 sin Ca2+ obtenido en presencia de

tapsigargina (TG) (Triángulo color morado invertido). Los círculos en rojo representan

puentes de hidrógeno. Imagen tomada de la referencia [19].
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Figura 2: Registros simultáneos de la concentración intracelular de Ca2+ y la res-

puesta de Ca2+ del RS inducidos por la activación de los RyR con cafeína y el

efecto de la inhibición de la bomba SERCA con tapsigargina (TG) en estas respues-

tas. Cambios en [Ca2+]i (panel superior) y los niveles de Ca2+ en el RS, normalizados

a su valor de resposo (panel medio), registrados en respuesta a la aplicación de 20 mM

de cafeína (CaU) por 5 s (panel inferior). Después de 2 minutos en reposo, 10 µM de

tapsigargina (TG) fue aplicado por 5 s. Una segunda aplicación de cafeína produce un

transitorio de Ca2+ signiVcativamente menor, asociado con una reducción normal del

nivel de Ca2+ luminal. Note que una tercera aplicación de cafeína no produce cambios

en [Ca2+]i ni en la respuesta del Ca2+ luminal, sugiriendo el completo vaciamiento de

la poza intracelular de Ca2+ por la aplicación de tapsigargina. Imagen tomada de la re-

ferencia [22].

1.3. El canal liberador de Ca2+ del RS/E (RyR)

El receptor de rianodina (RyR) es una proteína homotetramérica con un poro conduc-

tor de Ca2+, localizada en la membrana del RS/E (vea la Figura 3), y de peso molecular

aproximado de 2 MDa (cada subunidad del RyR pesa más de 550 KDa [24]) [20] . Este es

uno de los canales por los que ocurre la liberación de Ca2+ de las pozas intracelulares de

Ca2+ hacia el citoplasma [20]. Su nombre se debe a que el alcaloide rianodina (el cual se
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une a este receptor con alta aVnidad y especiVcidad [20]) interacciona preferentemente

con el estado abierto del canal [24].

Figura 3: Estructura del receptor de rianodina. Estructura general del RyR1 de cone-

jo en complejo con FKBP12 (estructura en color rojo localizada en la parte izquierda

del lado citoplásmico). La estructura se presenta con el lado luminal del RS en la parte

superior. Figura tomada de la referencia [25].

El RyR existe en tres isoformas (RyR1-3) [20] y es modulado directa o indirectamente

por los receptores de dihidropiridinas, así como por varios iones, moléculas pequeñas y

proteínas, i. e. Ca2+, Mg2+, cinasa A, calmodulina, la cinasa II dependiente del complejo

Ca2+/calmodulina, CSQ, triadina y junctina [24]. De los anteriores, el Ca2+ es el principal

agonista Vsiológico del RyR. Un incremento en [Ca2+]i activa al receptor por medio de

un proceso denominado CICR (Calcium Induced Calcium Release). Liberación de Ca2+

inducida por Ca2+ [26, 27].

A su vez, el RyR puede responder a una serie de estímulos de Ca2+ por medio de

un mecanismo de adaptación [26]. Gyorke S et al [26] han medido la probabilidad de

apertura (Po) del RyR a partir de sus corrientes de Ca2+ inducidas al elevar [Ca2+] por

medio de la técnica de Wash fotólisis. En el panel superior de la Figura 4 se muestra el

curso temporal de la Po del RyR y los tiempos en los que los autores midieron la Po, al
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inicio (peak) y al Vnal (plateau) del estímulo. En el panel inferior se muestra el curso

temporal de [Ca2+] y los tiempos en los que se aplicó el estímulo (Wechas). Es necesario

mencionar que los autores también midieron la Po en estado estacionario (midiendo la

Po a [Ca2+] constantes por un largo periodo de tiempo, datos no mostrados en la Figura

4).

A partir de los resultados mostrados en la Figura 4, los autores sugieren que el me-

canismo de adaptación del RyR ocurre de la siguiente manera. Un aumento en [Ca2+]i

induce actividad en el canal como consecuencia de la unión del Ca2+ al sitio de acti-

vación del RyR (1.2 ms). La unión de Ca2+ al sitio de activación del RyR provoca un

cambio conformacional en este último, lo que induce un lento decremento en la aVnidad

del sitio de activación por Ca2+ (1.3 s). Esto resulta en una menor ocupación del sitio de

activación y en un decaimiento en la actividad del canal (fase de relajación). La fase de

relajación permite que el sitio de activación esté disponible para un segundo estímulo

[26].

Figura 4: Respuesta de adaptación del RyR cardíaco en bicapas planas ante la libe-

ración de Ca2+ enjaulado. El RyR cardíaco en bicapas lipídicas fue expuesto a eleva-

ciones controladas de Ca2+ por medio de la técnica de foto-liberación de Ca2+ (Wash).

El RyR exhibe una rápida activación y una lenta caída de la actividad en respuesta a la

elevación de [Ca2+]. Note que una segunda elevación de Ca2+ estimula una actividad

del canal de similar magnitud a pesar de que el nivel de Ca2+ es mayor. Imagen tomada

de la referencia [26].

9



Más aún, Gyorke S et al [26] reportan que la sensibilidad del canal por Ca2+ es 10

veces mayor cuando el Ca2+ es aplicado por fotólisis (círculos blancos de la Figura 5)

que cuando el Ca2+ se mantiene constante por un largo periodo de tiempo (triángulos

invertidos de la Figura 5). Así mismo, los autores reportan que las mediciones de estado

estacionario a [Ca2+] constante correlacionan directamente con la Po medida al Vnal de

la corriente de Ca2+ del RyR inducida por fotólisis (círculos negros de la Figura 5).

Figura 5: Probabilidad de apertura (Po) del RyR dependiente de la concentración

de Ca2+. La Po fue medida al pico de la corriente (peak) (círculos blancos), al Vnal de la

corriente (plateau) (círculos negros) de la Figura 4 y en estado estacionario (steady-state)

(triángulos invertidos). Imagen tomada de la referencia [26].

Por otra parte, el RyR también ha sido caracterizado farmacológicamente utilizando

cafeína, la cual incrementa la sensibilidad del RyR por Ca2+ (aumentando frecuencia

y duración de los eventos de apertura del RyR), de forma tal que el canal se abre a

concentraciones basales de Ca2+ citoplásmico [28]. La aplicación de cafeína por varios

segundos dispara cambios bifásicos transitorios en [Ca2+]i, vea la Figura 6. Estos transi-

torios de Ca2+ se caracterizan por presentar dos componentes cinéticos: un incremento

inicial rápido en [Ca2+]i debido a la rápida liberación de Ca2+ en el retículo (nM/s) (vea

el recuadro de la Figura 6), y su subsecuente disminución debido a diversos mecanismos

de remoción y secuestro de Ca2+ [29]. La máxima velocidad de liberación de Ca2+ es un
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indicador de la máxima actividad de los canales de RyR (N*Po), dónde N es el número

total de canales, toda vez que el gradiente electroquímico no se ha reducido signiVca-

tivamente durante este periodo de tiempo [30]. Por otra parte, el contenido de Ca2+ en

el retículo determina la amplitud del transitorio de Ca2+ estimulado por cafeína (si se

considera que los sistemas de remoción de Ca2+ son más lentos que los canales) [31].

Esta amplitud se verá afectada también si se modiVca la capacidad amortiguadora del

citoplasma.
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Figura 6: Transitorio de Ca2+ generado al aplicar 20 mM de cafeína (Caf) por 5 s a

una CML. El recuadro muestra la velocidad de la liberación de Ca2+ (d[Ca2+]i/dt) ante

esta misma dosis de cafeína. Resultados experimentales proporcionados amablemente

por el Dr. Agustín Guerrero a mi persona.

1.4. Colocalización del RyR y la bomba SERCA

Viquez et al [32] mostraron que la mayoría de los RyRs y las bombas SERCA coloca-

lizan en las CML, como se observa en la Fig. 8. En el panel (A), se presenta la tinción en
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rojo de los RyRs donde se observa una distribución irregular y discontinua que abarca

las tres diferentes regiones del RS (periférica, citoplásmica y perinuclear). En el panel (B),

se observa que la bomba SERCA también está distribuida en parches pero a diferencia

del RyR, se localiza sólo en dos zonas del RS, la periférica y la perinuclear. En el panel

(C), se observa la colocalización (color amarillo) de estas dos proteínas tanto en la región

perinuclear como en la periférica del RS, lo cual posibilita la comunicación entre ellas

para regular los Wujos de Ca2+.

Figura 7: Colocalización de la bomba SERCA y del RyR en CML. Los paneles (A)

y (B) muestran las imágenes de la distribución de los RyR (tinción de color rojo) y de

las bombas SERCA (tinción color verde) respectivamente, de una CML. Las imágenes

fueron obtenidas simultáneamente por microscopio confocal. En el panel (C) se muestra

que las dos proteínas colocalizan en algunas regiones del RS, especialmente en la zona

perinuclear y superVcial (tinción de color amarillo). Imagen tomada de la referencia [32].

1.5. Los Wujos de Ca2+

Los Wujos iónicos que producen los cambios en [Ca2+] dentro del citosol ([Ca2+]i)

dependen del transporte de Ca2+ a través de la membrana plasmática (JMP ) y entre el

citoplasma y los diferentes organelos como sería el RS/E (JRS/E) [12]. El Wujo de Ca2+

entre compartimentos es la suma de múltiples Wujos de Ca2+ microscópicos que repre-
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sentan la actividad de poblaciones especíVcas de transportadores de Ca2+ [12]. De esta

manera, cada Wujo macroscópico es la suma algebraica de Wujos unitarios o microscópi-

cos. Está implicito que los transportadores funcionan de forma independiente entre ellos,

proporcionando el enlace entre las descripciones moleculares y celulares en la señaliza-

ción por Ca2+ (vea la Figura 8) [12].

La existencia de múltiples compartimentos que regulan al Ca2+ crea otro nivel de

acoplamiento funcional entre las vías de transporte de Ca2+. Esto se debe a que las

vías de transporte de Ca2+ que regula la concentración de Ca2+ en cada compartimen-

to depende de la dinámica de Ca2+ en otros compartimentos. Entonces, para enten-

der la dinámica de [Ca2+] en un compartimento u organelo, es necesario considerar

simultáneamente la dinámica de Ca2+ en todos los compartimentos que interaccionan

funcionalmente [12].

Figura 8: Flujos de Ca2+ entre compartimentos. Los Wujos de Ca2+ entre comparti-

mentos producen cambios en [Ca2+] citoplásmica así como en los diferentes organelos

de la célula, como el RE (imagen de la izquierda). Los Wujos de Ca2+ macroscópicos son

producidos por las poblaciones de los diferentes trasportadores de Ca2+ (imagen central).

Los Wujos unitarios de forma independiente y con el mismo peso contribuyen a cada uno

de los Wujos macroscópicos (imagen de la derecha). Imagen modiVcada de la referencia

[12].
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1.6. La capacidad amortiguadora de Ca2+ de los compartimentos

intracelulares

La concentración total de Ca2+ en un compartimento celular (x), está determinada

por:

[Ca2+]Tx = [BCa] + [Ca2+]x, (1)

dónde [Ca2+]Tx es el Ca2+ total, [BCa] sería el Ca2+ pegado a proteínas y [Ca2+]x

sería la concentración de Ca2+ libre (que se puede detectar). Con la Vnalidad de conocer

la cantidad de Ca2+ pegado a proteínas, se determina la capacidad amortiguadora de ese

compartimento (x). Que no es otra cosa más que la relación que hay entre un incremento

de [Ca2+]x que resulta del incremento de [Ca2+]Tx [12, 33], vea la expresión (2),

∆[Ca2+]x
∆[Ca2+]Tx

. (2)

Conviene subrayar que este cociente tiene una relación inversa con la deVnición ini-

cial de capacidad amortiguadora de Ca2+ propuesta por E. Neher d[Ca2+]Tx/d[Ca2+]x

[34]. Hay que mencionar, además, que el cociente de la expresión (2) está basado en la

premisa de que los cambios en [Ca2+]x son estrictamente proporcionales a los cambios

en [Ca2+]Tx [35]. Dicha constante de proporcionalidad tendría que ser calculada para

cada célula y el resultado sería preciso únicamente si la constante fuera invariante tanto

en el tiempo como en el espacio; una situación que es poco probable [35]. Se debe agregar

que las señales de Ca2+ son detectadas por medio de amortiguadores exógenos y en con-

secuencia inWuyen en las señales de Ca2+ [35]. De aquí que E. Neher [35] propusiera que

la capacidad amortiguadora se determinara considerando explicitamente al Ca2+ unido

a los amortiguadores [BCa] (tanto endógenos como exógeneos) y se representará por el

símbolo β, vea la ecuación (3),

β =
d[BCa]

d[Ca2+]x
. (3)
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Por otra parte, la interacción de Ca2+ con sus sitios de unión puede ser descrita por

la siguiente reacción:

[B]x+ [Ca2+]x
kon−−⇀↽−−
koff

[BCa],

dónde [B]x representa la concentración de sitios de unión a Ca2+ en el compartimento

x, que están libres para unir Ca2+. [Ca2+]x denota la concentración de Ca2+ libre en el

compartimento y [BCa] es la concentración de Ca2+ interaccionando con sus sitios de

unión. La Wecha de arriba en la reacción indica la asociación de Ca2+ a los sitios de unión,

la cual es gobernada por la constante cinética de unión (kon) con unidades de [M−1s−1].

La Wecha de abajo indica la disociación del complejo [BCa], la cual es gobernada por la

constante de velocidad de disociación (koff ) con unidades de s−1. En el equilibrio no hay

cambio neto en las concentraciones de [B]x, [Ca2+]x y [BCa].

Por otra parte, siempre y cuando la concentración total de los sitios de unión a Ca2+

sea constante, [B]Tx=[B]x+[BCa], la concentración del complejo [BCa] quedará deter-

minada por la ecuación (4),

[BCa] = [B]Tx
[Ca2+]x

KD + [Ca2+]x
, (4)

dónde KD=[B]x[Ca
2+]x/[BCa] es la constante de disociación al equilibrio entre Ca2+ y

los sitios de unión.

En razón de lo expuesto, la habilidad del citosol o del lumen de los compartimen-

tos para amortiguar Ca2+ puede ser numéricamente caracterizada por β [36, 37]. Por

consiguiente, partiendo de la ecuación (4), β puede ser descrita por la ecuación (5),

β = [B]Tx
KD

(KD + [Ca2+]x)2
. (5)

De acuerdo con la ecuación (5), en ausencia de Ca2+ en el compartimento, hay una

cantidad Vja de sitios de unión que depende de [B]Tx y de KD, β = [B]Tx/KD. Es decir,

β inicialmente depende de cuántos sitios de unión a Ca2+ haya en el compartimento y

de la aVnidad del Ca2+ por sus sitios de unión (ver señalamiento de las Wechas anara-

jandas en la Figura 9). Observe de la Figura 9 que entre más aVnidad tenga el Ca2+
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por los sitios de unión (KD muy pequeña) mayor capacidad amortiguadora presenta el

compartimento. En general, β es una función inversa de [Ca2+]x. Entre más Ca2+ li-

bre haya en el compartimento, los sitios disponibles para unir Ca2+ irán disminuyendo,

vea la Figura 9. Note que cuando KD � [Ca2+]x, β es para todo Vn práctico constante

[23] (observe el recuadro de la Figura 9). De hecho, para un amortiguador no saturado y

de baja aVnidad, β es simplemente el cociente de su concentración total [B]Tx sobre su

constante de disociación KD [38].

Experimentalmente hablando, es difícil medir cuanto Ca2+ está interaccionando con

los sitios de unión a Ca2+, por lo que resulta más fácil modiVcar [Ca2+]Tx dentro del

compartimento [39, 40]. Además, de acuerdo con la ecuación (1),

d[Ca2+]Tx

d[Ca2+]x
= 1 + [B]Tx

KD

(KD + [Ca2+])2
, (6)

Es decir,

d[Ca2+]Tx

d[Ca2+]x
≈

d[BCa]

d[Ca2+]x
. (7)

Debido a que mucho del Ca2+ que entra al citoplasma se encuentra en su forma

unida [41], se ha propuesto que β � 1. Entonces, para pequeños cambios en [Ca2+]Tx

y [Ca2+]x, la ecuación (6) puede ser sustituida por la aproximación dada en la ecuación

(8) [36],

β =
∆[Ca]Tx

∆[Ca2+]x
=

∆([BCa] + [Ca2+]x)

∆[Ca2+]x
. (8)
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Figura 9: La capacidad amortiguadora de Ca2+. La imagen muestra la dependencia de

la capacidad amortiguadora β con respecto a Ca2+ en un rango de 0 a 3 µM, utilizando

la ecuación (5), [BTx]= 1 mM y tres diferentes valores para KD.

De aqui que la capacidad amortiguadora describa el destino del Ca2+ agregado al

compartimento. En el caso del citosol es el resultado de la entrada de Ca2+ a través de

los canales de Ca2+ en la membrana plasmática o debido a los canales liberadores de

Ca2+ del RS/E. Una capacidad amortiguadora de 100 signiVcará que de 100 iones Ca2+

agregados a la célula, sólo uno permanecerá libre y los otros serán amortiguados [36].

De hecho, en células cromaVnes bobinas se ha estimado que β ≈ 89, lo cual representa

que 1 de cada 90 iones de Ca2+ que entran al citoplasma aparecerá como Ca2+ libre

[37]. En CML de estómago de sapo se ha calculado que la capacidad amortiguadora del

citoplasma tiene un valor de β = 82 [39]. A su vez, utilizando esta misma aproximación,

se ha estimado que el valor de β para el RS en células de músculo esquelético de ratón

es≈ 157, implicando que de 157 iones Ca2+ liberados, 156 se encontraban unidos dentro

del retículo [40].
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1.7. Los indicadores Wuorescentes de Ca2+

Experimentalmente, el uso de los indicadores Wuorescentes [F], en particular los com-

puestos de tetracarboxilato (Fura-2) o tricarboxilato (Mag-Fluo4) son de los métodos más

comunes que se utilizan para la detección del Ca2+ libre. Estos indicadores son amor-

tiguadores éxogenos que Wuorescen diferencialmente dependiendo de [Ca2+]x en el com-

partimento [23]. En el caso de que los indicadores de Ca2+ sean colocados en el interior

de la célula, los sistemas de amortiguamiento rápidos endógenos compiten con el indi-

cador para unir Ca2+ (Fura-2 une Ca2+ en el orden de ms [42] ) y los procesos lentos

(como el secuestramiento de Ca2+ en el RS/E) compiten con la difusión de Ca2+ y con los

amortiguadores de Ca2+ (incluyendo los indicadores Wuorescentes) [37]. Un modelo de

reacciones del Ca2+ interaccionando con los amortiguadores endógenos [B]x ó exógenos

[F]x se muestra a continuación:

[B]x + [Ca2+]x
konB−−−⇀↽−−−
koffB

[BCa],

[F]x+ [Ca2+]x
konF−−−⇀↽−−−
koffF

[FCa],

dónde [BCa] y [FCa] respectivamente representan las concentraciones de los complejos

moleculares que se forman cuando el Ca2+ está interaccionando con los sitios de unión

a Ca2+ endógenos y con el Wuoróforo (asumiendo una estequiometría 1:1 (F:Ca)). Las

Wechas de arriba en las reacciones indica la asociación de Ca2+ a los sitios de unión de

los amortiguadores [B]x y [F]x, las cuales son respectivamente gobernadas por las cons-

tantes cinéticas de asociación (konB
) y (konF

), con unidades de [M−1s−1]. Las Wechas de

abajo en las reacciones indican la disociación de los complejos [BCa] y [FCa], los cuales

son respectivamente gobernados por las constantes de velocidad de disociación (koffB
) y

(koffF
) con unidades de s−1. En el equilibrio, las concentraciones de las especies quími-

cas involucradas ([Ca2+]i, [B]x, [F]x, [BCa] y [FCa]) alcanzan un valor constante [43].

Es decir, no se observa un cambio neto en el valor de las concentraciones. Sin embargo,

si hay un aumento o disminución en [Ca2+] dentro del compartimento, se pierde el equi-

librio y aumentará o disminuirá la probabilidad de formación de los complejos [BCa] y
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[FCa]. Las variaciones en [FCa] se ven reWejadas en un aumento o disminución de la

Wuorescencia, la cual sirve para registrar la dinámica de los Wujos de Ca2+ dentro del

compartimento.
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2. Antecedentes directos

“There is nothing permanent except change.”

—Heraclitus

En este capítulo se presenta la evidencia experimental que demuestra que el RS/E

es más que una poza de Ca2+ intracelular, sino que existe modulación y comunicación

funcional entre sus componentes. La modulación de la capacidad amortiguadora de Ca2+

en el RS/E se presenta en la sección 2.1. En la sección 2.2 se presentan las evidencias que

sugieren la comunicación funcional entre la bomba SERCA, las proteínas amortiguado-

ras luminales y los canales de liberación de Ca2+.

2.1. Las proteínas luminales modulan la capacidad amortiguadora

de Ca2+ en el RS/E

Tomando en consideración que el volumen del RS/E representa del 1.5 al 7.5 por

ciento del volumen de la célula, el RS/E requiere una gran capacidad para almacenar

Ca2+ y proporcionar suVciente Ca2+ al citoplasma para producir un cambio considerable

en [Ca2+]i. Esta capacidad de almacenar Ca2+ es proporcionada por las proteínas que

unen Ca2+ con baja aVnidad y alta capacidad en el RS/E, como es la calsecuestrina CSQ

(ver la Figura 10) y la calreticulina [32].

Una forma sencilla de representar la capacidad amortiguadora del RS es mediante un

sistema de vasos comunicantes, donde el vaso 1 es de menor volumen que el vaso 2. El

vaso 1 representa el Ca2+ libre y el vaso dos la cantidad de Ca2+ pegado a proteínas o,

en pocas palabras, su capacidad amortiguadora de Ca2+. Los canales liberadores de Ca2+

como el RyR están representados por las llaves que cuando se abren dejan salir el agua.

Por otro lado, la bomba SERCA sería el mecanismo de rellenado de los vasos comuni-

cantes de forma independiente del estado en el que se encuentren las llaves (abiertas o

cerradas), ver Figura 11.
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Figura 10: SuperVcie molecular de la CSQ esquelética de conejo. La imagen muestra

el potencial electrostático de la proteína, en rojo se observa el positivo y en azul el

negativo. Imagen tomada de la referencia [44].

Figura 11: Analogía del RS/E con un modelo de vasos comunicantes. El modelo ex-

plica el concepto de equilibrio en la capacidad amortiguadora de Ca2+ por parte del RS
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La Figura 12 muestra el registro simultáneo del incremento de [Ca2+]i y la concomi-

tante reducción del nivel de Ca2+ del lumen del RS durante la aparición de una chispa

de Ca2+. El curso temporal casi en espejo de ambos eventos podría sugerir la idea de

que efectivamente el RS se comporta como un sistema de amortiguamiento de Ca2+ al

equilibrio. Una vez que se abren los canales liberadores, la caída del Ca2+ luminal libre

reWejaría el grado de vaciamiento de las reservas de Ca2+.

Figura 12: Registro de Wuorescencia durante la generación de una chispa de Ca2+.

Registro simultáneo del Ca2+ citoplásmico (gráVca en rojo) y del luminal (gráVca en

verde) consecuencia de la aparición de una chispa de Ca2+. Imagen tomada de la refe-

rencia [45].

Sin embargo, diversos estudios han sugerido que el RS no es un simple reservorio

de Ca2+. Guerrero-Hernández, et al [1] analizaron los planos fase de los cambios en el

Ca2+ luminal e intracelular en diferentes tipos de células, al inducir liberación de Ca2+

con diferentes agonistas, ver la Figura 13. El punto de inicio en cada panel se localiza en

la esquina superior izquierda y las Wechas indican la secuencia de eventos en el proceso

de liberación. Los números indican diferentes fases y los insertos en cada panel los datos

usados para generar el plano fase.

En el panel (A) se muestra la liberación de Ca2+ inducida por cafeína en CML en

donde se pueden distinguir 4 diferentes fases. En el panel (B) se muestra la liberación lo-
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calizada de Ca2+ (chispa de Ca2+) correspondiente a una célula de músculo esquelético.

En este tipo de células, los mecanismos de amortiguamiento de Ca2+ citoplásmico son

muy rápidos. Por esta razón los autores arguyen que las fases 2 y 3 no se pueden distin-

guir. El panel (C) muestra la liberación de Ca2+ inducida por cafeina en una neurona.

En estas células también los mecanismos de remoción son suVcientemente rápidos para

que las fases 2 y 3 ocurran al mismo tiempo. En el panel (D) la liberación de Ca2+ se

induce por histamina. En este caso las fases 1 y 2 son evidentes porque los mecanismos

de remoción de Ca2+ citoplásmico son lentos, por lo que el Ca2+ luminal regresa a su

nivel de reposo antes de que el Ca2+ intracelular lo haga.

En todos los casos, independientemente del tipo celular, así como de la naturaleza

(chispa o respuesta global) o cinética del evento de Ca2+ (ms o s), se puede observar la

presencia de la fase 1. Es decir, el incremento máximo de [Ca2+]i sin una reducción sig-

niVcativa de los niveles de Ca2+ luminal. De aquí que la respuesta de [Ca2+]i no reWeja

los cambios en [Ca2+]RS , lo que implica una aparente violación a la ley de conservación

de la materia [1, 2].

Además, en aquellos casos que el amortiguamiento de Ca2+ citoplásmico es lento

(CML y HeLa), se puede ver la fase 2. Esto es, el RS/E cambia drásticamente su capacidad

amortiguadora, dando lugar a reducciones muy importantes del nivel de Ca2+ luminal

sin mayor efecto en [Ca2+]i. Para este cambio tan dramático en el RS/E de una capacidad

amortiguadora de Ca2+ casi inVnita a una capacidad amortiguadora prácticamente igual

a cero los autores sugieren lo siguiente. Que los canales de rianodina e IP3 tienen acceso

a una fuente oculta (y por lo tanto se esperaría que el Ca2+ libre no esté relacionado

con el Ca2+ pegado a proteínas) de Ca2+ de gran capacidad. Los autores arguyen que la

naturaleza de esta fuente no la conocen, pero pudieran ser las proteínas que unen Ca2+

en el RS como la CSQ o la calreticulina [1].
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Figura 13: Planos fase de la liberación de Ca2+ de diferentes modelos celulares.

En la imagen se muestran los planos fase de la liberación de Ca2+, en los cuales se

comparan los cambios en el Ca2+ luminal e intracelular de diferentes tipos de células.

Imagen tomada de la referencia [1].

Un dato muy relevante que apoya esta hipótesis es la demostración de que la re-

cuperación de la capacidad amortiguadora del RS en CML ocurre mucho después de la

recuperación de los niveles normales de Ca2+ libre luminal (puesto que ambos paráme-

tros deben recuperarse con la misma cinética en un sistema que está en equilibrio, vea

la Figura 11), como lo mostró Guerrero-Hernández et al [1]. Este experimento consistió

en activar los RyRs con cafeína y registrar simultáneamente el Ca2+ intracelular y lu-

minal en CML. Un primer pulso de 20 mM de cafeína produce un incremento de Ca2+

intracelular asociado con un decremento de Ca2+ luminal, vea el panel (A) de la Figura

14. A los 30 segundos que tanto el Ca2+ intracelular como el luminal habían ya regre-

sado a sus valores basales, se aplicó un segundo pulso de 20 mM de cafeína que indujo
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la misma reducción del Ca2+ luminal, pero en este caso el incremento de Ca2+ citoplás-

mico fue mucho menor, comparado con la primera respuesta. El plano fase de este pulso

se muestra en el panel (C). En este caso la fase 1 no está presente y la relación entre el

Ca2+ luminal e intracelular es virtualmente líneal. Se requirieron varios minutos para

restablecer el acceso a estas fuentes ocultas de Ca2+, como se observó al aplicar un tercer

pulso de cafeína, dónde ahora el plano fase obtenido fue similar al del primer pulso de

cafeína, véase el panel (B). Estos datos sugieren que el periodo refractario en el proceso

de liberación de Ca2+ pudiese deberse más al tiempo requerido de estructuración de la

fuente oculta de Ca2+ que a la inactivación de los canales de liberación del RS.

En CML de vejiga urinaria de cobayo, la aplicación de un estímulo de cafeína (CaU)

por 5 s indujo un decremento de la señal de Mag-Fluo4. Asociado con éste se observó

un incremento de [Ca2+]i, vea el panel (A) de la Figura 15. Una vez terminado el es-

tímulo de cafeína, la señal de Mag-Fluo4 se recuperó hasta llegar a los niveles basales.

Dicha recuperación reWeja la actividad de la bomba SERCA en su función de reestable-

cer el Ca2+ del RS. Posteriormente se aplicó tapsigargina (Tgn) para inhibir a la bomba

SERCA. Observe que no se alteran los niveles de Ca2+ del RS después de la aplicación

de tapsigargina. Un segundo estímulo con cafeína, produjo un transitorio de Ca2+ de

menor amplitud y la misma respuesta de vaciamiento del Ca2+ luminal, pero en esta

ocasión, la señal de Mag-Fluo4 no se recuperó al terminar el estímulo de cafeína. Estos

datos sugieren que no existe una relación directa entre la reducción en la amplitud de las

respuestas de Ca2+ del depósito y la señal correspondiente de Ca2+ citoplásmico, puesto

que las respuestas de Ca2+ del retículo son similares, mientras que la amplitud de la

señal de Ca2+ citoplásmico disminuye signiVcativamente después de inhibir la bomba

SERCA. Además, al analizar los planos fase de los cambios en el Ca2+ luminal e in-

tracelular, vea el panel (B) la Figura 15, se observa que la fase 1 desaparece cuando se

encuentra inhibida la bomba SERCA. Lo anterior sugiere que la actividad de la bomba

SERCA es importante para obtener una liberación eVciente de Ca2+ aún cuando el nivel

de Ca2+ libre dentro del RS se mantenga inalterado [46].
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Figura 14: La capacidad amortiguadora presenta un periodo refractario. La recu-

peración de la capacidad de Ca2+ del RS no es instantánea con la recuperación del nivel

basal de Ca2+. Imagen tomada de la referencia [1].

La pregunta que se gesta a partir de los resultados anteriormente discutidos sería:

¿dónde se localiza esta supuesta fuente oculta de Ca2+? Un posible canditado son las pro-

teínas del RS que unen Ca2+, como es el caso de la CSQ que también tiene la capacidad

de formar polímeros. Para estudiar la relación entre la unión de Ca2+ y la polimerización

de CSQ inducida por Ca2+, Park et al [44] determinaron la cantidad de Ca2+ unido a CSQ

cardíaca (cCSQ), CSQ de músculo esquelético (sCSQ) y a una mutante de CSQ cardiaca

(∆-C27 cCSQ), utilizando la técnica de espectroscopía de absorción atómica.
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Figura 15: La liberación de Ca2+ inducida por cafeína involucra 4 fases que depen-

den de la actividad de la bomba SERCA. Panel A, registro simultáneo de Ca2+ cito-

plásmico (superior) y del RS (inferior). Panel B, una inspección detallada de las respues-

tas mostradas en el panel A muestran que la cafeína induce un incremento en [Ca2+]i

antes de cualquier reducción de [Ca2+]RS (fase 1) seguido de una reducción abrupta en

[Ca2+]RS sin un efecto notable en [Ca2+]i (fase 2). Note que la inhibición de la bomba

SERCA con tapsigargina fusiona las fases 1 y 2 en una reducción linear de [Ca2+]RS

asociada con un pequeño incremento en [Ca2+]i. Imagen tomada de la referencia [46]

En la Figura 16 se puede observar que la sCQS muestra una mayor capacidad para

unir Ca2+, comparada con la cCSQ. Por su parte, ∆-C27 cCSQ muestra una reducción

de la capacidad mayor al 50 por ciento comparado con las CSQ nativas. En las gráVcas

de cCSQ y sCSQ hay diversos cambios en la curvatura que sugieren que no hay un

comportamiento monotónico de unión a Ca2+, esto se hace todavía más claro cuando se

convierten los datos a una gráVca tipo Scatchard, véase la Figura 17. Esta gráVca muestra

que la constante de disociación (pendiente) va variando según la cantidad de Ca2+ unido

a la CSQ. Como resultado de este análisis, podemos decir que las características de unión
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de ambas proteínas varían o tienen transiciones que se inducen por los cambios en la

concentración de Ca2+.

De los datos anteriores Park sugiere que los cambios en la capacidad de unir Ca2+

de la CSQ están intimamente ligados a cambios de su polimerización. En la Figura 18 se

muestra que la dimerización de CSQ ocurre en un rango de concentración de Ca2+ de 0.5

a 2.5 mM, y por arriba de estas concentraciones se detectan poblaciones de tetrámeros. La

importancia de los dímeros, o estructuras superiores, es que el Ca2+ pudiese funcionar

como pegamento para producir la multimerización de la CSQ y que este Ca2+ no se

intercambia con el Ca2+ libre que sí se adsorbe a la superVcie externa de la CSQ. Estas

características de la CSQ sugiere una posible explicación de la observación de que el

RS/E proporciona una gran cantidad de Ca2+ con una reducción mínima en [Ca2+]RS

[45, 2, 47].

Figura 16: Polimerización de la CSQ. Imagen tomada de la referencia [44].
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Figura 17: GráVca tipo Scatchard de la unión de Ca2+ a CSQ. Imagen tomada de la

referencia [44].

Figura 18: De monómeros a polímeros de CSQ. En la imagen se muestra que la CSQ

pasa por diferentes estados conforme aumenta [Ca2+], de monómeros (M), a dímeros

(D), tetrámeros (T) y polímeros (P). Imagen tomada de la referencia [44].

Para estudiar los efectos del cambio en la concentración de Ca2+ luminal en los
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mecanismos de liberación de Ca2+, S. Györke et al [48] correlacionaron la actividad

de un solo canal de rianodina, monitoreado en bicapas planas, con la probabilidad de

apertura del canal al incrementar las concentraciones de Ca2+ del lado luminal (lado

trans). El incremento de Ca2+ de 20 µM a 0.2-20 mM resultó en un incremento de 1.2 a

7 en la probabilidad de apertura, manteniendo una concentración citoplásmica (lado cis)

de ≈ 100 nM (cispCa7). El efecto del Ca2+ luminal fue mayor a bajos niveles de Ca2+

citoplásmico (cispCa7) que a altos niveles (cispCa6). Estos resultados sugieren que la

liberación de Ca2+ por medio de los receptores de rianodina está modulada por el Ca2+

luminal, véase la Fig. 19.

Guerrero-Hernández et al [1], propusieron un modelo hipotético de cómo los canales

de liberación de Ca2+ tienen acceso a las fuentes ocultas de Ca2+. En el panel (A) de la

Figura 20 la imagen representa cómo los iones de Ca2+ están secuestrados por proteínas

luminales que enlazan Ca2+. Estos iones de Ca2+, que se encontrarían entre las proteí-

nas secuestradoras, no se intercambian con el Ca2+ libre luminal. De hecho el modelo

propone la idea de que la cantidad de Ca2+ atrapado por las proteínas luminales es may-

or que el Ca2+ libre luminal. Esto se reWeja en una diferente densidad de puntos. En el

panel (B) se representa la fase 1 de la liberación de Ca2+, dónde los canales de liberación

activos inducen la despolimerización de las proteínas que unen Ca2+. Para producir un

incremento localizado de Ca2+ luminal cerca de los canales de liberación (circulos rojos),

los iones de Ca2+ llegan al citoplasma como consecuencia de que el control por el Ca2+

luminal abre un mayor número de canales de liberación. Esto signiVca un incremento

del Ca2+ citoplásmico sin una reducción en el Ca2+ luminal. Si durante la liberación

de Ca2+ de las proteínas luminales, el poro de los canales de liberación estuviera blo-

queado o no se reclutasen un número mayor de canales de liberación, entonces el Ca2+

podría difundir hacia el interior del RS haciéndose evidente como un incremento detec-

tado por los indicadores de Ca2+ dentro del RS . En el panel (C) se representa la fase

2 que involucra la extenuación del Ca2+ liberado por las proteínas del RS, de forma tal

que ahora los canales de liberación mueven únicamente Ca2+ luminal, lo que se ve re-

Wejado en una fuerte reducción en el Ca2+ luminal con un efecto muy pobre en el Ca2+
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intracelular. Es importante recordar que la recuperación de esta fuente oculta de Ca2+

implica la transición del estado representado en (C) hacia el estado mostrado en (A), en

una condición en la que no sólo es necesaria la recuperación del Ca2+ luminal por medio

de las bomba SERCA, sino también la reorganización de la fuente oculta de Ca2+. En el

panel (D) se muestran los canales de fuga, ellos no pueden inducir la despolimerización

de las proteínas que enlazan Ca2+, asi que cuando estos canales se abren sólo movilizan

el Ca2+ libre luminal, y en consecuencia no muestran un efecto importante en el Ca2+

intracelular. Sin embargo, los canales de fuga pueden activar la bomba SERCA al reducir

el Ca2+ luminal produciendo un nuevo estado que facilite la interacción de las proteínas

que unen Ca2+ con los canales de liberación.

Figura 19: Probabilidad de apertura del receptor de rianodina al incrementar las

concentraciones de Ca2+ luminal (trans). Imagen tomada de la referencia [48].
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Figura 20: Modelo hipotético de cómo los canales de liberación de Ca2+ tienen

acceso a las fuentes ocultas de Ca2+. Imagen tomada de la referencia [1].

Igualmente, Dagnino et al [22] demostraron que los IP3Rs también pueden inducir un

incremento en la concentración de Ca2+ luminal cuando son activados vía los receptores

muscarínicos, y al mismo tiempo son parcialmente bloqueados con heparina. Estos datos

conVrman que tanto los RyRs como los IP3Rs inducen liberación de Ca
2+ de las proteínas

luminales en respuesta a la activación de estos canales de liberación.

La presencia de estas fuentes ocultas de Ca2+ es evidente en células cardiacas, puesto

que la sobreexpresión de CSQ conteniendo una mutación puntual (CASQ2R33Q) produce

chispas de Ca2+ de gran amplitud, aunque aqui parece que el retículo está agotado par-

cialmente por la reducción en la concentración del Ca2+ libre luminal [49]. Adicional-

mente, la reducción en la concentración de Ca2+ libre luminal es similar para la chispas

de Ca2+ pequeñas que para las ondas de Ca2+ grandes [45]. Todos estos datos implican

que el cambio en la concentración de Ca2+ libre luminal no puede ser correlacionado con

la cantidad total de Ca2+ liberado por el RS, de forma tal que nosotros hemos hipoteti-

zado que hay una fuente oculta de Ca2+ luminal para estos canales liberadores [1].
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2.2. Interacción o comunicación funcional entre los componentes

del RS/E

Otras evidencias apoyan la idea de que el RS no funciona como un simple reservorio

de Ca2+, sino que hay interacción o comunicación entre sus componentes. Típicamente,

la bomba SERCA está involucrada en el mantenimiento y reabastecimiento interno de las

pozas intracelulares de Ca2+ [50]. Sin embargo, el bloqueo de la bomba SERCA produce

respuestas de Ca2+ inducidas por agonistas para el RyR e IP3R más lentas y de menor

amplitud, además de un mayor vaciamiento del RS [3]. Este tipo de respuesta no puede

ser explicado por una reducción en los niveles de Ca2+ libre luminal o por la fuga de

Ca2+ del RS [3]. La necesidad de que la bomba SERCA esté activa para una liberación

de Ca2+ eVciente parece que involucra otro mecanismo que modula de alguna forma la

disponibilidad del Ca2+ dentro del RS [3].

Estudios cinéticos de la liberación y reabsorción de Ca2+ en vesículas del RS mues-

tran que la velocidad de reabsorción de Ca2+ incrementa conforme aumenta la velocidad

de liberación de Ca2+. Lo anterior sugiere que la liberación y reabsorción de Ca2+ no

operan de forma independiente y que de hecho están coordinadas [29]. Se ha propuesto

que la activación de los RyRs con bajas concentraciones de polilisina induce cambios

conformacionales que son transmitidos a la CSQ, ya que se han observado incrementos

de los niveles de Ca2+ luminal [51]. Esto es porque se libera Ca2+, de estas proteínas

ante un número bajo de RyRs abiertos [51]. Estos cambios conformacionales se han aso-

ciado con la activación de la bomba SERCA antes de la reducción de los niveles de Ca2+

luminal [52].

En células acinares pancreáticas se ha mostrado que la inhibición de la bomba SERCA

con tapsigargina resulta en la eliminación del sitio de iniciación y propagación de la onda

de Ca2+ lo cual, reduce la velocidad con la que se libera Ca2+ y elimina los gradientes

de Ca2+ intracelular antes de cualquier disminución en la poza de Ca2+ [53]. Se ha

reportado que la rápida inhibición de la bomba SERCA por DBHQ (2,5-di(ter-butyl)-1,4-

hydroquinone), un inhibidor reversible de la bomba SERCA [54], afecta la velocidad de
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propagación de la onda de Ca2+ [55]. En células HeLa se ha mostrado que la rápida

inhibición de la bomba SERCA, para evitar cualquier reducción de la concentración de

Ca2+ libre luminal, disminuye liberación de Ca2+ mediada por IP3 y potenciada por his-

tamina [30]. En CML, TG disminuye la amplitud y la velocidad de subida de la liberación

de Ca2+ inducidad por cafeína y carbacol [3, 22]. Por otra parte, en CML la inhibición

de la bomba SERCA con TG decrece la sincronización de las chispas de Ca2+ durante

la aplicación de cafeína, incluso cuando el retículo se encuentra sobrecargado de Ca2+

[32]. En células cardíacas, la sobre expresión de los receptores adrenérgicos incrementa

tanto la actividad de la bomba SERCA como la amplitud y la frecuencia de las chispas de

Ca2+, a pesar que la concentración de Ca2+ y la carga de Ca2+ en el retículo no estaba

alterada [31]. Colectivamente, estos datos sugieren que las bombas SERCA juegan un

papel importante no sólo en el rellenado de las pozas intracelulares de Ca2+, sino que

también facilitan la activación de los canales de liberación.
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3. Marco teórico

“Essentially all models are wrong, but some are

useful.”

—George Box

Los procesos biológicos son procesos complejos que no pueden ser explicados a partir

de principios básicos, y sus resultados no siempre pueden preveerse a partir de la intui-

ción. Los experimentos guían a hipótesis biológicas, pero con frecuencia no es claro si

estas hipótesis se pueden combinar en un esquema mayor porque es difícil visualizar el

comportamiento global de un sistema complejo a partir del conocimiento de sus partes.

El modelado matemático y las simulaciones computacionales pueden ayudar a entender

la naturaleza y la dinámica de estos procesos [56].

Un modelo es una representación abstracta de estos procesos biológicos que pueden

ayudar a explicar algunas de sus características. Un modelo representa aspectos especíV-

cos de la realidad, de forma tal, que si se hace apropiadamente, esto es suVciente ya que

la intención del modelado es responder preguntas especíVcas [56].

Para conocer que tan rápido cambia un proceso, por ejemplo la concentración de

Ca2+ en un compartimento intracelular generalmente involucra razones de cambio o

derivadas. De aquí que la descripción matemática o el modelo matemático para este

proceso puede ser una ecuación diferencial [57]. Esto es, una ecuación que contiene las

derivadas de una o más funciones desconocidas (o variables dependientes), con respecto

a una o más variables independientes, es llamada ecuación diferencial (ED) [57]. Una

ecuación diferencial que contenga las derivadas de una función de una sola variable se

denomina ecuación diferencial ordinaria (EDO) [58]. Las ecuaciones diferenciales ordi-

narias (EDOs) han sido una de las herramientas más utilizadas para modelar estos pro-

cesos biológicos. Por medio de las EDOs se puede simular y predecir su comportamiento

dinámico. Si un modelo es usado para simular, se debe garantizar que este predice el

comportamiento del sistema, al menos para aquellos aspectos que se supone están con-

siderados en el modelo [56]. Las EDOs que describen estos procesos, en muchas de las

ocasiones no pueden ser resueltas por fórmulas analíticas y deben ser aproximadas a
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partir de métodos numéricos. En la sección 3.1 se presenta de manera general la técni-

cas utilizadas para realizar el planteamiento de un modelo matemático para estudiar la

dinámica de Ca2+ intracelular. En la sección 3.2 se presentan el método de Runge-Kutta

como un método para resolver un sistemas de EDOs.

3.1. Uso de modelos matemáticos para el estudio de la dinámica de

Ca2+ intracelular

Una de las principales razones por las que la dinámica de Ca2+ intracelular comenzó

a ser del interés de los modeladores matemáticos es que [Ca2+]x muestra un compor-

tamiento espacio-temporal altamente complejo [5, 59]. Debido a que hay una tremenda

variedad de mecanismos que controlan las concentraciones de Ca2+ intracelulares, no

es realista esperar que un sólo modelo pueda capturar los comportamientos más impor-

tantes de todos los tipos celulares [59]. Sin embargo, muchos de los modelos matemáticos

comparten características en común, y se puede tener un enfoque general de la dinámica

de Ca2+ al estudiar un pequeño número de modelos matemáticos [59].

En el 2003, Berridge et al [4] introdujeron el concepto de la caja de herramientas de

la señalización por Ca2+. Esta caja contiene un gran número de componentes (recep-

tores, proteínas G, canales iónicos, amortiguadores de Ca2+, bombas, intercambiadores,

etc). De aquí que las propiedades espacio-temporales de [Ca2+]x se ven modiVcadas por

el nivel de expresión de cada uno de los componentes de la caja de herramientas [4].

Los modelos matemáticos para la dinámica de Ca2+ siguen una aproximación modular

similar. Cada miembro de la caja de herramientas a nivel celular tiene un módulo co-

rrespondiente en la caja de herramientas del modelado matemático (y si no existe este

puede proponerse). Entonces, para construir un modelo matemático para la dinámica

de Ca2+ de una célula, uno combina los componentes apropiados a partir de la caja de

herramientas del modelado matemático [59].

Por otra parte, si se considera que la concentración de Ca2+ es homogénea en toda la

célula, la concentración de Ca2+ libre en el citoplasma se puede representar por [Ca2+]i
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[59]. Dónde [Ca2+]i es una función que depende del tiempo (t), [Ca2+(t)]i, y no tiene

dependencia espacial. Así mismo, se puede representar la concentración homogénea de

Ca2+ en el RS por [Ca2+]RS [59]. Ahora veamos, de la misma manera que en Física se

deVne la velocidad de un móvil como la derivada del espacio respecto al tiempo, el Wujo

neto de Ca2+ en un compartimento celular (x) se puede deVnir como la derivada de la

concentración total de Ca2+ respecto al tiempo ó en notación matemática, se tiene:

d(v[Ca2+]Tx)

dt
= J̃neto, (9)

dónde v es el volumen del compartimento, y J̃neto es el Wujo neto de Ca2+ dentro del

compartimento, en unidades de número de moles por segundo. Usualmente se considera

que el volumen de la célula y de sus compartimentos internos son constantes, en cuyo

caso la ecuación (9) se escribe cómo la ecuación (10):

d[Ca2+]Tx

dt
= Jneto =

J̃neto

v
. (10)

Aquí, Jneto es el Wujo neto dentro del compartimento por el volumen de dicho com-

partimento, y tiene unidades de concentración por segundo [59]. Un ejemplo de un dia-

grama de algunos de los Wujos de Ca2+ involucrados en el control de Ca2+ intracelular

se muestra en la Figura 21. En vista de los Wujos mostrados en la Figura 21, el Wujo neto

de Ca2+ en el citoplasma, queda representado por la ecuación (11):

d[Ca2+]T i

dt
= JRyR + JCaV − JMP − JSERCA − J+ + J−. (11)

De la misma manera, el Wujo neto de Ca2+ en el RS/E queda representado por la

ecuación (12):

d[Ca2+]TRS/E

dt
= α(JSERCA − JRyR) + J−RS/E − J+RS/E , (12)

dónde el parámetro α denota el cociente del volumen del citoplasma con respecto al vo-

lumen del RS/E. Este parámetro es necesario porque [Ca2+]T i y [Ca2+]TRS/E se reVeren
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a diferentes volúmenes. Debido a que el volumen del RS/E es menor que el del citoplas-

ma, el Wujo de Ca2+ del citoplasma al RS/E causará un cambio mayor en la concentración

de Ca2+ dentro del RS/E de lo que hace en el citoplasma [59].

Figura 21: Ejemplo de un diagrama que muestra algunos de los Wujos involucrados

en el control de Ca2+ intracelular. Una depolarización en la membrana plasmática, in-

duce la apertura de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje y por consecuencia una

entrada de Ca2+ al citoplasma (JCaV ). Los Wujos de Ca2+ que aportan Ca2+ al citoplas-

ma están representados por las Wechas azules. Los Wujos de Ca2+ que remueven Ca2+

del citoplasma están representados por las Wechas rojas. El Ca2+ puede ser liberado del

RS/E por los RyR (JRyR) y removido del citoplasma vía la bomba SERCA (JSERCA) o vía

los mecanismos de remoción de Ca2+ localizados en la membrana plasmática (JMP ). El

Ca2+ también se puede encontrar asociado (J−) o disociado (J+) de las proteínas amor-

tiguadoras tanto en citoplasma como en el RS/E, (J−RS/E) y (J+RS/E). Imagen modiVca-

da de la referencia [59].

Si en el modelo que se esté analizando se requirieran Wujos adicionales como los

Wujos mitocondriales, intercambiadores, entre otros, estos se pueden agregar a las ecua-

ciones (11) o (12). Incluso, si se deseara analizar la dinámica de la concentración de Ca2+

en otro compartimento, se debe escribir su respectiva ecuación diferencial con sus Wujos

correspondientes.
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Cabe mencionar que para las expresiones matemáticas de cada uno de los Wujos J

existen numerosas posibilidades [59]. Por ejemplo, basados en los resultados experimen-

tales de Lytton et al. el transporte de Ca2+ por medio de la bomba SERCA puede ser re-

presentado por expresión tipo Hill [17]. Un modelo más detallado del transporte de Ca2+

por medio de esta ATPasa puede incluir los dos diferentes estados conformacionales E1

y E2 de su ciclo catalítico [60].

En general, las ecuaciones para [Ca2+]T i y [Ca2+]TRS/E están acopladas a otras

ecuaciones que describen por ejemplo, los estados del IP3R, los estados de las bombas

ATPasas, los amotiguadores de Ca2+, la concentración de IP3, entre otros [61, 62, 63, 64].

Estas técnicas de modelado para la dinámica de Ca2+ han servido para proponer un gran

número de modelos matemáticos [5].

3.2. Los sistemas de EDOs

El planteamiento de modelos matemáticos para la dinámica de Ca2+ intracelular

generalmente involucra sistemas de EDOs que no pueden ser resueltos analíticamente.

Esta sección tiene como Vnalidad presentar al método de Runge-Kutta de cuarto orden.

Este método es uno de los más utilizados para integrar numéricamente un sistema de

EDOs.

Considere el siguiente problema de valor inicial,

dx

dt
= f(t, x, y)

dy

dt
= g(t, x, y)

con






x(t0) = x0,

y(t0) = y0.

(13)

Una solución para el sistema de EDOs (13) es un par de funciones diferenciables x(t)

y y(t) con la propiedad que cuando t, x(t) y y(t) son sustituidas en f(t, x, y) y g(t, x, y),

el resultado es igual a la derivada x′(t) y y′(t) [65], es decir,
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x′(t) = f(t, x(t), y(t))

y′(t) = g(t, x(t), y(t))
con





x(t0) = x0,

y(t0) = y0.

(14)

3.2.1. Soluciones numéricas para los sistemas de EDOs

Una solución numérica del sistema de EDOs (13) en el intervalo a ≤ t ≤ b se

encuentra al considerar las diferenciales [65]:

dx = f(t, x, y)dt y dy = g(t, x, y)dt. (15)

A continuación se expondrá el método de Euler como antesala para presentar el

método de Runge-Kutta de cuarto orden. El método de Euler está basado en el signiVcado

geométrico de la derivada de una función en determinados puntos [58]. Suponga que se

tienen las curvas x(t) y y(t) que solucionan el sistema de EDOs (13) y se trazan las

rectas tangentes a las curvas en las condiciones iniciales (t0, x0) y (t0, y0). Debido a que

las rectas tangentes se aproximan a la curva en valores cercanos al punto de tangencia,

se puede tomar el valor de la recta en el punto t1 como una aproximación a los valores

deseados x1(t1) y y1(t1), vea la Figura 22.

Figura 22: Método de Euler. Dados los puntos (t0, x0) y (t0, y0), se pueden calcular

los puntos (t1, x1) y (t1, y1) utilizando las rectas tangentes cuando se aproximan a los

puntos de tangencia (t0, x0) y (t0, y0) [58].
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Utilizando la ecuación de la recta, se pueden calcular la ecuaciones de las rectas

tangentes a las curvas solución x(t) y y(t) del sistema de ODEs (13) en los puntos

(t0, x0) y (t0, y0),

x = x0 + mx(t − t0),

y = y0 + my(t − t0),
(16)

dónde mx y my son las pendientes. En este caso, las pendientes de las rectas tangentes

se calculan con la derivada:

mx = x′|(t0,x0,y0) = f(t0, x0, y0),

my = y′|(t0,x0,y0) = g(t0, x0, y0).
(17)

Por lo tanto, las ecuaciones de las rectas tangentes son:

x = x0 + f(t0, x0, y0)(t − t0),

y = y0 + g(t0, x0, y0)(t − t0).
(18)

De manera general el método de Euler para resolver el sistema de ODEs (13) se

formula de la siguiente manera. Las diferencias dt = tk+1 − tk, dx = xk+1 − xk y

dy = yk+1 − yk son sustituidos en las ecuaciones diferenciales (15) [65] para obtener:

xk+1 − xk = f(tk, xk, yk)(tk+1 − tk),

yk+1 − yk = g(tk, xk, yk)(tk+1 − tk).
(19)

Si el intervalo a ≤ t ≤ b es dividido en M subintervalos de ancho h = (b − a)/M ,

se puede generar un conjunto de puntos tk+1 = tk +h. Este conjunto de puntos es usado

en el sistema de ecuaciones (19), para obtener el conjunto de fórmulas recursivas (20) del

método de Euler [65]:

tk+1 = tk + h,

xk+1 = xk + hf(tk, xk, yk),

yk+1 = yk + hg(tk, xk, yk) para k = 0, 1, ..., M − 1.

(20)
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Este método es fácil de implementar en algún lenguaje de programación, pero tiene

la desventaja de que su precisión decae conforme aumenta t. Un método más preciso es

el método de Runge-Kutta de cuarto orden, en el cual se usa un promedio de pendientes

ponderadas de cuatro puntos cercanos a los valores actuales xk y yk para obtener los va-

lores xk+1 y yk+1 [65]. Las fórmulas recursivas del método se presentan a continuación:

xk+1 = xk +
h

6
(f1 + 2f2 + 2f3 + f4),

yk+1 = yk +
h

6
(g1 + 2g2 + 2g3 + g4),

(21)

dónde,

f1 = f(tk, xk, yk),

f2 = f(tk +
h

2
, xk +

h

2
f1, yk +

h

2
g1),

f3 = f(tk +
h

2
, xk +

h

2
f2, yk +

h

2
g2),

f4 = f(tk + h, xk + hf3, yk + hg3),

g1 = g(tk, xk, yk),

g2 = g(tk +
h

2
, xk +

h

2
f1, yk +

h

2
g1),

g3 = g(tk +
h

2
, xk +

h

2
f2, yk +

h

2
g2),

g4 = g(tk + h, xk + hf3, yk + hg3).

Con el método de Runge-Kutta de cuarto orden, los valores xk+1 y yk+1 son determi-

nados por los valores actuales xk y yk más el producto del intervalo h por una pendiente

estimada [65]. La pendiente de un promedio ponderado de pendientes:

f1 y g1 son las pendientes al principio del intervalo.

f2 y g2 son las pendientes en el punto medio del intervalo, usando los valores de

f1 y g1 para determinar el valor de x y de y en los puntos xk + h
2
y yk + h

2
.

f3 y g3 son otra vez las pendientes en el punto medio del intervalo, usando los

valores de f2 y g2 para determinar el valor de x y de y.

f4 y g4 son las pendientes al Vnal del intervalo, con el valor de x y y determinado

por f3 y g3.

Promediando las cuatro pendientes, se le asigna mayor peso a las pendientes en el

punto medio:
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mx =
f1 + 2f2 + 2f3 + f4

6
(22)

my =
g1 + 2g2 + 2g3 + g4

6
(23)
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4. JustiVcación

“It is no good to try to stop knowledge from going

forward. Ignorance is never better than knowledge.”

—Enrico Fermi

El contar con indicadores que permitan seguir la dinámica de Ca2+ dentro de los

compartimentos celulares ha derivado en la investigación de la señalización por Ca2+

en diversos procesos Vsiológicos como: el acoplamiento de excitación-contracción del

músculo esquelético, la regulación del tono vascular, la participación del Ca2+ en la ge-

neración de la frecuencia cardiaca, la excitabilidad neuronal, la exocitosis de hormonas

en células endócrinas, etc. Desde el punto de vista de liberación masiva de Ca2+ por

medio de los RyR, el RS sigue una dinámica contraintuituiva como lo discutimos en el

capítulo 2. El RS tiene la capacidad de donar Ca2+, es decir, de producir un incremento

signiVcativo en la concentración de Ca2+ en el citoplasma sin una aparente disminu-

ción de Ca2+ libre en el retículo. Además, esta capacidad de donar Ca2+ requiere de un

tiempo de restitución, en otras palabras, la capacidad del retículo de donar Ca2+ signi-

Vcativamente no está disponible todo el tiempo [1]. Sin embargo, a pesar de la amplia

información y caracterización de la dinámica de Ca2+ intracelular, hay preguntas que

permanecen sin respuesta, como resultado de que la naturaleza de la liberación de Ca2+

no ha sido entendida del todo. En el centro de estas preguntas está: ¿cuál es la fuente que

dona Ca2+ dentro del RS/E?, ¿por qué esta fuente no está disponible todo el tiempo?, ¿por

qué hay un aumento del nivel de Ca2+ en el lumen del RS/E, así como de la actividad de

la bomba SERCA cuando se abren los canales liberadores de Ca2+?, ¿por qué disminuye

la amplitud y la velocidad del transitorio de Ca2+ una vez que se ha inhibido la bomba

SERCA? Como no ha sido posible observar simultáneamente la dinámica del Ca2+ libre

luminal y la cantidad de Ca2+ unido a proteínas luminales [BCa]RS experimentalmente,

se propone abordar estas preguntas a través de modelado matemático. Los avances en

Bioinformática y Biología de Sistemas proporcionan herramientas para poder responder

a estas preguntas [66].
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5. Hipótesis

“There’s two possible outcomes: if the result

conVrms the hypothesis, then you’ve made a

measurement. If the result is contrary to the

hypothesis, then you’ve made a discovery.”

—Enrico Fermi

El gradiente de Ca2+ entre el lumen del RS/E y el citoplasma es muy grande [67]

de forma tal que al abrir los canales liberadores de Ca2+ se produciría una reducción

inmediata en la concentración del Ca2+ libre luminal ([Ca2+]RS ) [1]. Sin embargo, re-

gistros simultáneos de la concentración de Ca2+ libre luminal e intracelular muestran

que el proceso de liberación de Ca2+ es mucho más complejo de lo que previamente se

había visualizado [1]. Estos experimentos muestran que el Ca2+ intracelular ([Ca2+]i)

aumenta sin una reducción signiVcativa en [Ca2+]RS [1]. Debido a que el Ca2+ no es

un metabolito, no se sintetiza, ni se degrada, sólo cambia de compartimento celular, es-

tos experimentos no son fáciles de interpretar basados en la ley de conservación de la

materia [1, 2]. De aquí que la hipotésis de este trabajo es que hay una dinámica entre

el Ca2+ luminal y las proteínas amortiguadoras de Ca2+ del RS/E diferente a la cinética

saturable o estándar, que pudiese explicar el comportamiento contraintuitivo del retículo

endoplásmico/sarcoplásmico como fuente de Ca2+.
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6. Objetivos

“The aim of science is to seek the simplest

explanation of complex facts. We are apt to fall into

the error of thinking that the facts are simple

because simplicity is the goal of our quest. The

guiding motto in the life of every natural

philosopher should be, ’Seek simplicity and distrust

it.”

—Alfred North Whitehead

The Concept of Nature:

The Tarner Lectures Delivered in

Trinity College, 11/1919.

6.1. Objetivo general

Explicar el comportamiento contraintuitivo del retículo sarcoplásmico como fuente

de calcio.

6.2. Objetivos particulares

1. Desarrollar unmodelo matemático para analizar los cambios en [Ca2+]i y [Ca2+]RS

que permita explicar el comportamiento contraintuitivo del retículo como fuente

de Ca2+.

2. Validar el modelo matemático con base en resultados experimentales.

3. Determinar las condiciones en las que el modelo matemático permite reproducir

los experimentos de la inhibición de la bomba SERCA.
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7. Materiales y métodos

“Our programs last longer if we manage to build

simple abstractions for ourselves.”

—Ron JeUries

En este capítulo se exponen los materiales y los métodos seguidos para el desarro-

llo de este proyecto. En la sección 7.1 se describe brevemente cómo se obtuvieron los

datos experimentales con los que se validó este trabajo. En la sección 7.2 se presenta el

desarrollo del modelado matemático y en la sección 7.3 se describen y se presentan los

valores de los parámetros del modelo.

7.1. Obtención de los datos experimentales

Los datos experimentales con los cuales se validaron los resultados de los modelos

matemáticos desarrollados en esta tesis fueron obtenidos por la Doctora Norma Leticia

Gómez Viquez (Figuras 26, 27, 28 y 29) [68] y el Dr. Adán Dagnino Acosta (Figuras 35

y 36) [22]. Los datos experimentales me fueron proporcionados gracias al Dr. Agustin

Guerrero Hernández. A continuación se expone brevemente el tratamiento de los ani-

males para estos experimentos, así cómo el asilamiento de las CML y el registro de Ca2+

intracelular.

7.1.1. Normas éticas y de seguridad para el cuidado y uso de animales de labora-

torio

Los procedimientos experimentales y cuidados de todos los animales utilizados en

esta investigación fueron desarrollados de acuerdo con la Norma OVcial Mexicana para

el uso y cuidados de animales (NOM-062-ZOO-1999). Adicionalmente, el protocolo usa-

do fue aprobado por el comité de ética sobre animales de experimentación (CICUAL-

Cinvestav) con el número de referencia 0306-06, y renovado con el número de referencia

0131-15. Los animales fueron alimentados y cuidados en el Cinvestav con aire limpio y

control de luz y temperatura. El agua y la comida fueron suministrados ad libitum.
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7.1.2. Aislamiento de las CML y el registro del Ca2+ intracelular

Las CML fueron aisladas a partir de vejiga urinaria de cobayo y cargadas con Fura-2

para registrar el Ca2+ intracelular como se detalla en [3]. Los registros simultáneos de

la concentración de Ca2+ libre en el citoplasma y en el lumen del RS se llevaron a cabo

en estas células usando Fura-2 y Mag-Fluo-4, respectivamente, como previamente se ha

descrito en [1]. La liberación de Ca2+ fue inducida al aplicar dosis de cafeína de 20 y 2

mM con pipetas de inyección [3]. La inhibición de la bomba SERCA se hizo con pulsos

cortos de tapsigargina como previamente se describió en [3].

7.2. Desarrollo del modelo matemático

Para el desarrollo del modelo matemático se consideró a las CML como dos compar-

timentos, el citoplasma y el RS (vea la Figura 23). Dónde [Ca2+]T i y [Ca2+]TRS repre-

sentan la concentración total de Ca2+ en cada compartimento, respectivamente. El Wujo

de Ca2+ del citoplasma hacia el espacio extracelular por medio de todos los mecanismos

de remoción de Ca2+ (con excepción de la bomba SERCA) se representa por J1. El Wujo

de Ca2+ de RS hacia el citoplasma por medio de los RyR presentes en la membrana del

RS se denota como J2. El Wujo de Ca2+ del citoplasma hacia el RS por medio de la bomba

SERCA, la cual está anclada en la membrana del RS, estará representado por J3.

Figura 23: Esquema de compartimentos de las CML. El esquema muestra una cari-

catura de las CML (no escalada) y los compartimentos de la célula considerados en este

trabajo, así como los Wujos entre los compartimentos.
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Partiendo del hecho de que en nuestro modelo los Wujos de Ca2+ que aumentan la

concentración del ion en el compartimento llevan signo positivo, y los que lo disminu-

yan llevan signo negativo, el Wujo neto que regula tanto [Ca2+]T i como [Ca2+]TRS está

determinado por las expresiones de las ecuaciones (24) y (25):

d[Ca2+]T i

dt
= −J1 + J2 − J3, (24)

d[Ca2+]TRS

dt
=

J3 − J2

γ
, (25)

todos los Wujos tienen unidades de concentración/tiempo las cuales son referidas al volu-

men del citoplasma. Cómo se expresó en la sección 3.1, [Ca2+]T i y [Ca2+]TRS se reVeren

a diferentes volúmenes. Debido a que el volumen del RS es menor que el del citoplas-

ma, el Wujo de Ca2+ del citoplasma al RS causará un mayor cambio en la concentración

de Ca2+ dentro del RS que lo que causa en el citoplasma [59]. De acuerdo con esto, en

nuestro caso γ denota el cociente de volumen entre el RS y el citoplasma.

Como se indica arriba, J1 representa a todos los mecanismos de remoción de Ca2+ y

basados en la observación de que este proceso tiene una cinética de primer orden, como

se demuestra en [39], se propone que:

J1 = a([Ca2+]i − [Ca2+]i), (26)

dónde [Ca2+]i es la concentración de Ca2+ libre en el citoplasma, [Ca2+]i representa la

concentración Ca2+ citoplásmica basal, y a es la constante cinética de primer orden para

este Wujo.

Por otro lado, partiendo de la evidencia de que no existe potencial de membrana en

la membrana del RS [69, 70], el Wujo J2 a través de los RyRs puede ser descrito por la

ecuación (27):

J2 = bγnvPo

(
[Ca2+]i, [Caf]

)[
[Ca2+]RS − [Ca2+]i

]
, (27)
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dónde b representa la densidad (número) de RyRs en la membrana del RS y su conduc-

tancia unitaria. γ como ya se expresó es la relación entre el volumen del RS con respecto

al citoplasma y γnv representa la superVcie de la membrana del RS. Se ha reportado que

el RS/E tiene una estructura compleja como fractal, de aquí que su superVcie debe ser

escalada con respecto al volumen de acuerdo a una ley de potencias, dónde nv es un

parámetro relacionado con la dimensión fractal del retículo [71]. Expresado en otras pa-

labras, a medida que el RS/E aumenta de tamaño, el incremento del área de su membrana

sólo equivale a la nv potencia de su volumen, lo que implica que el aumento del área

de su membrana no llega a ser directamente proporcional al incremento de su volumen.

De acuerdo con esto, si se propone que la densidad de RyR sobre la superVcie del RS es

constante, el número de RyR es proporcional a γnv . Po

(
[Ca2+]i, [Caf]

)
es la probablidad

de apertura de un sólo RyR como función de [Ca2+]i y de la concentración de cafeína

[Caf ] usada para inducir la liberación de Ca2+ del RS y [Ca2+]RS es la concentración

de Ca2+ libre en el lumen del RS.

Referente al Wujo J3, considerando que la bomba SERCA depende de manera sig-

moidea del Ca2+, y siguiendo a Lytton J et al [17], la actividad de la bomba SERCA se

modela por la siguiente expresión:

J3 = c
[Ca2+]ns

i

Kns
s + [Ca2+]ns

i

, (28)

dónde c representa el Wujo máximo de Ca2+ a través de la bomba SERCA, Ks corres-

ponde a la concentración de Ca2+ con la cual la velocidad de transporte de la bomba

SERCA alcanza un valor igual a la mitad de la velocidad máxima de reacción, y ns es un

coeVciente de Hill.

Como se expresó en la sección 1.6 en el citoplasma los iones de Ca2+ pueden estar

libres o unidos a proteínas amortiguadoras. Por deVnición, la capacidad amortiguadora

de Ca2+ (β) es el cociente entre el incremento de Ca2+ unido a proteínas y el incremento

en la concentración de Ca2+ libre [Ca2+] [35]. En el caso de las CML se ha reportado

que β es aproximadamente constante [13, 39] por tanto la relación entre la [Ca2+]i y

[Ca2+]T i está dado por,
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∆[Ca2+]i =
∆[Ca2+]T i

β
. (29)

Con respecto a la probabilidad de apertura (Po) del RyR se sabe que ésta incrementa

cuando los iones de Ca2+ se unen del lado citoplásmico del receptor; un proceso que es

conocido como liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR) [26, 27, 70]. Cabe men-

cionar que este proceso es de menor eVciencia en CML comparado con células cardíacas

[72]. En este trabajo, se ha usado cafeína [Caf] para incrementar la aVnidad por Ca2+

de los RyR en CML, de tal forma que ellos se abren cuando el Ca2+ se encuentra a nive-

les basales [28]. Para tomar en cuenta este fenómeno, se ha propuesto que cada una de

las cuatro subunidades del RyR tiene sitios de unión a Ca2+ y cafeína, y estas molécu-

las interactúan cooperativamente cuando están unidas. A partir de esta consideración y

bajo la suposición de equilibrio químico, la probabilidad de que haya Ca2+ unido a su

correspondiente sitio de unión, sin importar el estado de la cafeína es:

[Ca2+]i
KC

+ kF
[Ca2+]i

KC

[Caf ]
KF

1 + [Ca2+]i
KC

+ [Caf ]
KF

+ kF
[Ca2+]i

KC

[Caf ]
KF

=

[Ca2+]i
KC

(1 + kF
[Caf ]
KF

)

1 + [Ca2+]i
KC

(1 + kF
[Caf ]
KF

) + [Caf ]
KF

,

dónde KC es la constante de disociación del complejo RyR-Ca2+, KF es la constante

de disociación del complejo RyR-cafeína y kF > 1 da cuenta de la cooperatividad entre

Ca2+ y cafeína. Bajo la suposición de [Caf ]/KF � 1, la expresión anterior puede ser

reescrita como:

[Ca2+]i(1 + kf [Caf ])

KC + [Ca2+]i(1 + kf [Caf ])
, (30)

con kf = kF

KF
. Para la deducción de la ecuación (30) vea el apéndice A. Finalmente

considerando que el Ca2+ necesita estar unido a todas las subunidades con el Vn de que el

canal se abra, y que hay cierta cooperatividad entre las subunidades [73], la probabilidad

de apertura puede ser reescrita como:

Po([Ca2+]i, [Caf ]) =
[[Ca2+]i(1 + kf [Caf ])]nF

KnF

C + [[Ca2+]i(1 + kf [Caf ])]nF
, (31)
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con nF un coeVciente de Hill. A su vez, el ión Ca2+ en el RS puede estar libre o unido

a las proteínas amortiguadoras de Ca2+ localizadas en el lumen del organelo. Sea [P] la

concentración de los sitios de unión a Ca2+ libres dentro del RS, y [PC] la concentración

de los sitios que se encuentran ocupados con Ca2+. Bajo la suposición de equilibrio

químico, se tiene:

KR =
[P ][Ca2+]RS

[PC ]
, (32)

dónde KR es la constante de disociación de esta proteína. Por otro lado, la concentración

total de los sitios de unión a Ca2+ en ausencia de Ca2+ luminal estará denotado por

[PE]. Suponiendo que el número total de sitios de unión a Ca2+ permanece constante, la

cantidad de sitios libres estará denotada por:

[P ] = [PE ] − [PC ], (33)

a partir de las ecuaciones (32) y (33), y despejando [PC] se obtiene,

[PC ] = [PE]
[Ca2+]RS

KR + [Ca2+]RS
. (34)

Por último, tomando en consideración que la concentración total de Ca2+ en el RS

[Ca2+]TRS está determinada por:

[Ca2+]TRS = [Ca2+]RS + [PC ], (35)

y despejando [Ca2+]RS a partir de las ecuaciones (34) y (35), se obtiene ecuación (36)

para la concentración del Ca2+ libre luminal ([Ca2+]RS) en términos de la concentración

del Ca2+ total ([Ca2+]TRS ) en el RS:

[Ca2+]RS =
1

2
ξ +

1

2

√
ξ2 + 4[Ca2+]TRSKR, (36)

dónde ξ = [Ca2+]TRS − [PE ] − KR. Esta es la aproximación clásica para la cinética

de unión a Ca2+ por parte de las proteínas amortiguadoras localizadas en el lumen del

RS. Esta cinética es saturable porque, como se puede ver en la ecuación (33), la cantidad
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de sitios libres decrece conforme la cantidad de Ca2+ luminal incrementa y los sitios

disponibles se van ocupando. En este caso, la capacidad amortiguadora de Ca2+ puede

ser estimada por la ecuación (5), vea el panel A de la Figura 24. Esta gráVca muestra que

β es una función decreciente de [Ca2+] que se aproxima a cero cuando [Ca2+]� KD.

Sin embargo, como veremosmás adelante, este tipo de cinética, que de ahora en adelante

será llamada —Modelo de cinética estándar (CE)— no puede explicar la fase 1 de la

liberación de Ca2+ observada en CML [1, 22].
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Figura 24: La capacidad amortiguadora como función de la concentración de Ca2+.

En el panel (A) se muestra la respuesta del modelo CE de la unión de Ca2+ a los sitios de

las proteínas amortiguadoras (β), la cual es una función decreciente conforme aumenta la

[Ca2+], usando un valor de KD de 151.1 µM y la ecuación (5). En el panel (B) se muestra

a β con respecto a [Ca2+] usando el modelo CbD, la ecuación (39) y KD = 151.1 µM.

Como se puede observar β ahora es una función creciente conforme aumenta [Ca2+].

Como se mencionó en la sección 2.1 , Park et al [44] estudiaron la unión de Ca2+ a

CSQ, una proteína amortiguadora de Ca2+ en el RS (vea la Figura 16). Nosotros realiza-

mos un ajuste de los datos de unión de Ca2+ a CSQ de Park et al [44] y obtuvimos las

curvas de unión de Ca2+ a CSQ. De este análisis observamos que el número máximo de

sitios de unión a Ca2+ (Bmax) aumentaba conforme [Ca2+] se elevaba, vea la Figura 25.
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Es decir, las curvas de unión a Ca2+ presentan diferentes valores de Bmax. Contrario a

lo esperado, Bmax no es constante y está incrementando según la ventana de Ca2+ y su

grado de polimerización (vea la Figura 25).

Este tipo de comportamiento fue usado para sugerir un nuevo modelo cinético de-

nominado —Modelo de cinética bajo demanda (CbD)—. Otro enfoque experimental,

usando microanálisis de rayos X ha generado datos de la presencia de secciones del

RE que se comportan como si su capacidad de amortiguamiento fuera extremadamente

grande, a pesar de estar en continuidad con regiones dónde el Ca2+ libre luminal no cam-

bia [14]. Una situación que puede reWejar la habilidad de las proteínas amortiguadoras

de tener un tipo de cinética de unión a Ca2+ bajo demanda. Esta observación es compa-

tible con la suposición de que nuevos sitios de unión a Ca2+ comienzan a ser aparentes

conforme los disponibles son ocupados. Dado que no hay marco de referencia matemáti-

co para probar este nuevo paradigma, decidimos modelar este tipo de comportamiento,

sustituyendo la ecuación (33) por la siguiente expresión:

[P ] = [PE] + [PC ]. (37)

Tomando en cuenta esta nueva expresión y repitiendo el procedimiento que guía a

la ecuación (33), se obtiene la siguiente expresión que relaciona [Ca2+]RS en función de

[Ca2+]TRS en el RS:

[Ca2+]RS =
1

2
ξ −

1

2

√
ξ2 − 4[Ca2+]TRSKR, (38)

dónde ξ = [Ca2+]TRS + [PE] + KR.

Cabe resaltar que este nuevo tipo de cinética muestra un crecimiento de la capacidad

amortiguadora de Ca2+ (vea el panel (B) de la Figura 24) siempre y cuando [Ca2+] sea

menor que la constante de disociación KD,

β = [B]T
KD

(KD − [Ca2+]RS)2
, (39)
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cuando [Ca2+]RS > KD, entonces la capacidad amortiguadora (β) también es una fun-

ción decreciente como en el modelo CE.

Figura 25: Ajuste de los diferentes niveles de saturación de Ca2+ por parte de CSQ.

Los moles de Ca2+ unidos a CSQ como función de [Ca2+]. Los datos fueron obtenidos y

graVcados de la Figura 5 de la referencia [44]. Los datos fueron ajustados a una ecuación

de Hill. El ajuste sugiere que el número máximo de los sitios a unión a Ca2+ (Bmax) es

una función creciente de [Ca2+]. El recuadro muestra el ajuste para [Ca2+] en el rango

de 0-0.6mM. Park et al. mostraron que bloqueando la polimerización de la CSQ se inhibe

el incremento de Bmax, de forma tal que ahora Bmax alcanza un valor alrededor de 22

para todo el rango de [Ca2+] probado (línea negra) [44].

7.3. Estimación de parámetros

La descripción de los parámetros del modelo así como sus valores se presentan a

continuación. Cabe mencionar que los parámetros fueron obtenidos de la literatura, o

estimados a partir de resultados experimentales propios.

El parámetro a está asociado a la velocidad de respuesta de los mecanismos res-

ponsables de la remoción de Ca2+ intracelular del citoplasma. Por lo tanto, el tiem-
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po de caída de los pulsos de Ca2+ provocados por cafeína es más sensible a este

parámetro que a ningún otro. Empíricamente encontramos que el valor

a = 30 s−1,

es el que mejor permite reproducir la fase de caída de los transitorio de Ca2+

intracelular.

El parámetro b representa la conductancia máxima de los RyR. Por otra parte

encontramos que este parámetro es el que más inWuye en el tiempo al pico de

los transitorios de Ca2+. El valor de b que mejor permite reproducir los valores

experimentales del tiempo al pico cuando se estimula con 20 mM de cafeína es:

b = 1.3 s−1.

El parámetro c corresponde al Wujo máximo de Ca2+ a través de las bombas

SERCA. Por tanto este parámetro es el que determina qué tan rápido se rellena el

retículo. De acuerdo con nuestros resultados numéricos, el valor

c = 50 nMs−1,

es el que permite un mejor ajuste con los resultados experimentales.

[Ca2+]i es la concentración basal de Ca2+ libre en el citoplasma. De acuerdo con

Case R M et al [8], la concentración Wuctúa en un rango de 75-100 nM ,

[Ca2+]i ≈ 75 nM.

El parámetro γ es el cociente entre el volúmen del retículo y el volumen del

citoplasma. Tomando en consideración que el volumen del retículo en CML repre-

senta del 1 al 10 % del volumen de las células [32], este parámetro toma valores en

el siguiente rango:
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γ ∈ [0.01, 0.1]

El parámetro nv es el coeVciente que le permite al modelo reproducir los expe-

rimentos de variabilidad celular (en particular la velocidad máxima de liberación

con respecto al tiempo al pico, vea el panel (B) de la Figura 27). El valor

nv = 1,7,

es el que permite un mejor ajuste con los resultados experimentales.

Los parámetros Ks y ns pertencen a la ecuación (28) que describe el compor-

tamiento de la bomba SERCA con respecto al Ca2+. De acuerdo con [17] sus valo-

res son:

Ks ≈ 300 nM y ns ≈ 2.

El parámetro β representa a la capacidad amortiguadora del citoplasma y tiene

un valor constante en el rango Vsiológico de [Ca2+]i en CML [39]. Aunque al

valor de β muestra gran variabilidad entre los diferetentes tipos celulares, nosotros

seleccionamos el valor de:

β ≈ 100.

Los parámetros kf y nf modulan la Po del RyR (ecuación (31)). Estos paráme-

tros fueron estimados numéricamente, de forma tal que el modelo reprodujera los

experimentos de variablidad celular (especialmente la velocidad máxima de libe-

ración con respecto a ∆[Ca2+]i, vea el panel (A) de la Figura 27). De acuerdo con

nuestros resultados numéricos los valores:
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kf ≈ 4 mMs−1 y nf ≈ 1,8,

son los que permiten un mejor ajuste con los resultados experimentales.

El parámetroKC también está involucrado en la función de la Po del RyR (ecuación

(31)) y se calcula de forma tal que se satisfagan los valores de estado estacionario

tanto para [Ca2+]i como para [Ca2+]RS [8]:

[Ca2+]i ≈ 75 nM y [Ca2+]RS ≈ 150 µM.

En estado estacionario J2=J3, entonces este parámetro es calculado al despejar KC

en esta ecuación después de sustituir [Ca2+]i = [Ca2+]i, [Ca2+]RS = [Ca2+]RS

y la concentración de cafeína igualada a cero.

El parámetro KR representa la aVnidad de las proteínas luminales por Ca2+, el

valor que seleccionamos que nos permitió reproducir tanto la fase 1 (vea la Figura

31) como la recuperación de [Ca2+]RS (vea la Figura 35):

KR = 151.5 µM.

El parámetro PE representa el número de sitios de unión en el lumen del retículo

en ausencia de Ca2+. Este parámetro fue calculado proponiendo que la capacidad

amortiguadora del RS es de 10 [22]. En otras palabras,

([Ca2+]TRS − [Ca2+]RS)

[Ca2+]RS

≈ 10.

Para el modelo CbD tenemos:

PE = 10(KR − [Ca2+]RS) ∴ 15 µM,
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mientras que para el modelo CE, PE es calculado a partir de la siguiente expresión:

PE = 10(KR + [Ca2+]RS) ∴ 3 mM.

59



8. Resultados y Discusión

“The purpose of models is not to Vt the data but to

sharpen the questions.”

—Samuel Karlin

El gradiente de Ca2+ entre el lumen del RS/E y el citoplasma es muy grande [67]

de forma tal que al abrir los canales liberadores de Ca2+ se produciría una reducción

inmediata en la concentración del Ca2+ libre luminal ([Ca2+]RS ) [1]. Sin embargo, re-

gistros simultáneos de la concentración de Ca2+ libre luminal e intracelular muestran

que el proceso de liberación de Ca2+ es mucho más complejo de lo que previamente se

había visualizado [1]. Estos experimentos muestran que el Ca2+ intracelular ([Ca2+]i)

aumenta sin una reducción signiVcativa en [Ca2+]RS [1]. Estos experimentos no son fá-

ciles de interpretar basados en la ley de conservación de la materia [1, 2]. Este capítulo

tiene como Vn presentar y discutir los resultados del modelo matemático propuesto para

explicar el comportamiento contraintuitivo del RS/E como fuente de Ca2+.

En este trabajo desarrollamos un modelo matemático determinista que nos permitió

estudiar la dinámica de Ca2+ tanto en el citoplasma como en el RS durante el proceso de

liberación de Ca2+ por medio de los RyRs. Las principales características del modelo se

indican a continuación. Los mecanismos de remoción de Ca2+ en el citoplasma quedaron

representados por el Wujo J1. El transporte de Ca2+ del RS hacia el citoplasma por medio

de los RyRs quedó representado por el Wujo J2. El transporte de Ca
2+ del citoplasma hacia

el lumen del RS por medio de la bomba SERCA quedó representado por el Wujo J3. De

acuerdo con la evidencia experimental, la capacidad amortiguadora (β) en el citoplasma

se consideró constante [23]. Para modelar la dinámica entre el Ca2+ luminal y los sitios

de unión a Ca2+ en el lumen del RS se consideró primeramente que el número total de

sitios de unión a Ca2+ permaneciera constante. Bajo esta condición clásica o estándar

nuestro modelo matemático recibió el nombre de modelo de cinética estándar (CE). Los

resultados y discusión del modelo CE se presentan en la sección 8.1. Como se verá en

la sección 8.1 el modelo CE no nos permitió explicar el comportamiento experimental

de liberación de Ca2+ del RS como fuente de Ca2+. Cabe mencionar que los resultados
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in silico presentados en este capítulo fueron validados con resultados experimentales

obtenidos por nuestro grupo de investigación como se describe en la sección 7.1. De la

misma manera, la liberación de Ca2+ in silico en todos los casos, se realizó simulando la

aplicación de una dosis de cafeína de 20 mM por 5 s.

Del análisis de las curvas de unión a Ca2+ a CSQ de los experimentos realizados por

Park et al [44] observamos lo siguiente. El número máximo de sitios de unión a Ca2+

(Bmax) aumenta conforme se eleva el Ca2+ en el medio (vea la Figura 25). Esto se puede

interpretar como si estuviesen apareciendo nuevos sitios de unión a Ca2+ conforme se

van ocupando. Esto se tomó en cuenta en nuestro modelo matemático de una manera

heurística. Bajo esta condición nuestro modelo recibió el nombre de modelo de cinética

bajo demanda (CbD). Los resultados y discusión del modelo CbD se presentan en la

sección 8.2.

El modelo CbD nos permitió dar cuenta del proceso de liberación de Ca2+ por medio

de los RyRs inducido al aplicar una dosis de cafeína observado experimentalmente en

las CML. Una vez validado nuestro modelo CbD comenzamos a hacerle preguntas: ¿qué

pasa con la dinámica de Ca2+ intracelular y luminal una vez que está inhibida la bomba

SERCA?, ¿por qué disminuyen tanto la velocidad de liberación como la amplitud del

transitorio de Ca2+ bajo esta condición? Los resultados y la discusión de nuestra inves-

tigación cuando la bomba SERCA está inhibida se muestran en la sección 8.3.

Así mismo, con nuestros modelos CbD y CE abordamos la pregunta de por qué se

presenta un periodo refractario en el proceso de liberación de Ca2+ inducido por cafeína

(vea la Figura 14) [1]. Para ello realizamos los experimentos in silico al aplicar tres dosis

de cafeína a diferentes tiempos, tanto al modelo CbD como al modelo CE; emulando los

experimentos que se describieron en la sección 2.1 (vea la Figura 14) [1]. Los resultados

y discusión de estos experimentos in silico se presentan en la sección 8.4.

En la sección 8.5 se discuten algunos escenarios alternativos que también nos permi-

tirían explicar los resultados experimentales. Además de lo que otros grupos han repor-

tado acerca de la difusión de Ca2+ dentro del RS.
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8.1. Resultados del modelo matemático utilizando cinética están-

dar (CE) para simular la unión de Ca2+ a las proteínas amor-

tiguadoras luminales

Con el Vn de caracterizar los incrementos de [Ca2+]i causados por la aplicación de

cafeína, la Dra. Gómez-Viquez indujó la liberación de Ca2+ del RS mediada por los RyRs

en los miocitos aislados de la vejiga urinaria de cobayo al aplicar un pulso de cafeína de

20 mM por 5 s. La liberación de Ca2+ inducida por este agonista se registró como cambios

en [Ca2+]i. La cafeína produjo un incremento transitorio en [Ca2+]i en el 100 % de las

células estudiadas (n=12). Este incremento en [Ca2+]i alcanzó un valor promedio de

629.0±76.0 nM a partir de una [Ca2+]i basal de 64.2±4.9 nM. Un registro representativo

se muestra en el panel (A) de la Figura 26 (círculos color rojo). Este transitorio de Ca2+

representativo sirvió para validar nuestros resultados in silico.

Con el propósito de estudiar la dinámica de Ca2+ tanto en el citoplasma como en

el RS durante el proceso de liberación de Ca2+ por medio de los RyRs in silico, resolvi-

mos el sistema de EDOs que corresponden al modelo CE (ecuaciones (24) y (25)) por

medio del método de Runge-Kutta de cuarto orden. La respuesta de [Ca2+]i obtenida

de esta simulación se muestra en el panel (A) de la Figura 26 (línea color azul). Cabe

recordar que la característica principal del modelo CE es que el número total de sitios

de unión a Ca2+ en el RS permanece constante (ecuación (33)). El transitorio de Ca2+

se generó cuando [Caf] tomó el valor de 20 mM en la ecuación (31) durante 5 s. Las

condiciones iniciales utilizadas para obtener este transitorio de Ca2+ simulado in silico

fueron [Ca2+(0)]T i=7.5 µM y [Ca2+(0)]TRS=1.65 mM con un paso h=0.01. Los valores de

los parámetros utilizados en esta simulación se muestran en la Tabla 1. En el panel (B)

de la Figura 26 se muestra el plano fase de este transitorio simulado de Ca2+ obtenido

in silico. Como se puede observar del plano fase, la trayectoria que siguen [Ca2+]RS con

respecto a [Ca2+]i carece de la fase 1 observada experimentalmente [1].
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Figura 26: Simulación del transitorio de Ca2+
in silico generado al aplicar un estí-

mulo de cafeína utilizando el modelo CE, el cual no reproduce la fase 1 observada

experimentalmente bajo estas condiciones. En el Panel (A) se muestra el transitorio de

[Ca2+]i estimulado por cafeína (20 mM) experimentalmente en CML de vejiga urinaria

de cobayo (círculos color rojo), así como el transitorio de Ca2+ obtenido in silico simu-

lando el modelo CE (línea color azul). Los valores de los parámetros utilizados en esta

simulación se muestran en la Tabla 1, localizada al Vnal del documento. En el panel (B)

se presenta el plano fase de este transitorio. Note que la fase 1 de la [Ca2+]RS observada

en el proceso de liberación de Ca2+ está ausente [1].

Estos resultados nos sugieren que con el modelo CE se puede generar un transitorio

de Ca2+ que sigue al experimental, con la observación de que con este modelo no se

puede obtener la fase 1. La ausencia de la fase 1 se observó aún cuando se realizó un

extenso barrido de parámetros. Esto es muy relevante porque la fase 1 generada en el

proceso de liberación de Ca2+ se ha observado en varios modelos celulares [1]. La ausen-

cia de la fase 1 nos indicó que necesitábamos hacer un reVnamiento de nuestro modelo

matemático.
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8.2. Resultados del modelo matemático utilizando cinética bajo de-

manda (CbD) para modelar la unión de Ca2+ a las proteínas

amortiguadoras luminales

Ahora veamos, la Dra. Gómez-Viquez ha observado que la aplicación del pulso de 20

mM de cafeína produce una respuesta transitoria de [Ca2+]i con una gran variabilidad

en la amplitud (nM), la velocidad máxima de liberación (nM/s) y el tiempo al pico (s).

Conviene recordar que la amplitud (nM) es el valor máximo de [Ca2+]i a partir del nivel

basal, ∆[Ca2+]i. A su vez, la velocidad máxima de liberación (nM/s) se obtiene calcu-

lando la primera derivada de [Ca2+] con respecto al tiempo. Habría que decir también

que el tiempo al pico (s) corresponde al tiempo que tarda en alcanzar el valor máximo el

transitorio de Ca2+ una vez que ha iniciado el estímulo.

En el panel (A) de la Figura 27 se muestra la relación entre la amplitud de las res-

puestas de [Ca2+]i inducidas al aplicar 20 mM de cafeína y la correspodiente velocidad

máxima de liberación de Ca2+ de 66 diferentes células (círculos color rojo). En el panel

(B) de la Figura 27 se presentan las mismas respuestas que en el panel (A) pero com-

parando la velocidad máxima de liberación con respecto al tiempo al pico (círculos color

rojo).

Por otra parte, en la sección 7.2 se presentó el análisis de las curvas de unión a

Ca2+ a CSQ de los experimentos realizados por Park et al [44]. De estos experimentos

observamos que el número máximo de sitios de unión a Ca2+ (Bmax) aumenta conforme

se eleva el Ca2+ en el medio (vea la Figura 25). Estos resultados los interpretamos como si

estuviesen apareciendo nuevos sitios de unión a Ca2+ conforme se van ocupando. Esto lo

tomamos en cuenta en nuestro modelo matemático de una manera heurística (ecuación

(37)). Bajo esta condición nuestro modelo matemático recibió el nombre de modelo de

cinética bajo demanda (CbD).
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Figura 27: Respuestas de la concentración intracelular de Ca2+ inducidas al aplicar

una dosis de 20 mM de cafeína y las respuestas del modelo CbD. En el panel (A)

se muestran los datos obtenidos para la amplitud y la velocidad máxima de liberación

inducida por un pulso de cafeína de 20 mM aplicado a 66 diferentes CML (puntos color

rojo) y el ajuste del modelo CbD para estas respuestas (línea color azul). En el panel (B)

se presentan las mismas respuestas que en el panel (A) pero comparando la velocidad

máxima de liberación con respecto al tiempo al pico. En el panel (C) se muestra el curso

temporal de la respuesta de [Ca2+]i (puntos color rojo) y el ajuste del modelo CbD (línea

color azul) así cómo la reducción de [Ca2+]RS predicha por el modelo (línea color verde

punteada). Es necesario mencionar que para lograr reproducir este transitorio de Ca2+

en particular b = 65 s−1 y γ = 5.2 %.

Con el Vn de probar si el modelo CbD podía reproducir tanto el transitorio de Ca2+

como la fase 1 resolvimos el sistema de EDOs (ecuaciones (24) y (25)). En esta ocasión
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sustituimos la ecuación (33) por la ecuación (37). El método que se utilizó para resolver

el sistema de EDOs fue el método de Runge-Kutta de cuarto orden con las mismas condi-

ciones iniciales y con el mismo paso con que se resolvió el modelo CE (sección 8.1). Los

valores de los parámetros utilizados para obtener el conjunto de resultados de simula-

ciones in silico de esta sección se muestran en la Tabla 1.

El curso temporal de la respuesta simulada de [Ca2+]i inducida al aplicar cafeína por

5 s in silico se muestran en el panel (C) de la Figura 27 (línea color azul) junto con los

cambios simulados en [Ca2+]RS , vea el panel (C) de la Figura 27 (línea discontínua color

verde). Como se puede observar del panel (C) con el modelo CbD podemos reproducir

el transitorio de Ca2+ observado experimentalmente. Más aún, con el modelo CbD al

graVcar [Ca2+]RS con respecto a [Ca2+]i se observó la presencia de la fase 1 (vea la línea

color azul de la Figura 31). La obtención del transitorio de Ca2+ aunado a la reproducción

de la fase 1 observada experimentalmente nos sugirió que el modelo CbD podría servir

para entender mejor la dinámica de la liberación de Ca2+ in silico.

A Vn de probar si podíamos reproducir la variabilidad observada en el proceso de

liberación de Ca2+ realizamos lo siguiente. Utilizamos el modelo CbD y proponiendo

que el volumen del RS que responde a cafeína varía del 1 al 10 % del volumen celular

(parámetro γ) logramos reproducir la variabilidad celular. Tanto para la velocidad máxi-

ma de liberación con respecto a la amplitud como para la velocidad máxima de liberación

con respecto al tiempo al pico (vea respectivamente la línea azul de los paneles (A) y (B)

de la Figura 27).

Conviene expresar que cada uno de los valores de estos resultados de variabilidad in

silico fueron obtenidos de forma independiente. Con esto quiero decir, en una simulación

el parámetro γ tomó el valor de 0.1 que corresponde a cuando el volumen del RS ocupa

el 10 % del volumen celular, se resolvió el modelo CbD como se describe al inicio de esta

sección y se generó el transitorio simulado de Ca2+. A continuación se midió la amplitud

del transitorio de Ca2+ (nM), la velocidad máxima de liberación de Ca2+ (nM/s) y el

tiempo al pico (s). Así por ejemplo, para γ =0.1, la amplitud es 1360 nM, la velocidad

máxima es 2040 nM/s y el tiempo al pico es 0.8 s. Este procedimiento se repitió para el
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parámetro γ en el intervalo de 0.01 a 0.1.

A su vez, la Dra. Gómez-Viquez ha observado que la aplicación de 2 mM de cafeína a

las CML produce en promedio respuestas de [Ca2+]i más pequeñas y lentas con respecto

a los transitorios de Ca2+ generados cuando se aplica una dosis de 20 mM de cafeína

(círculos rojos de los paneles (A) y (B) de la Figura 28).

Con el Vn de determinar si el modelo matemático CbD es robusto utilizamos los

paramétros que reproducen la respuestas de [Ca2+]i inducidas al aplicar 20 mM de cafeí-

na y generamos los transitorios de Ca2+ al aplicar una dosis de 2 mM de cafeína. Es

necesario mencionar que para obtener estas simulaciones, el modelo se resolvió siguien-

do el mismo procedimiento que para el caso de 20 mM de cafeína. Los valores de los

parámetros utilizados se muestran en la Tabla 1.

En la Figura 28 se muestran las respuestas de estas simulaciones. Como se puede

observar el modelo CbD logra una buena reproducción entre el máximo de la velocidad

de subida de [Ca2+]i y de la amplitud del transitorio de Ca2+ (vea la línea color azul

del panel (A) de la Figura 28) así cómo del tiempo de subida (vea la línea color azul del

panel (B) de la Figura 28). Más aún, con el modelo CbD y una dosis de 2 mM de cafeína

se logró reproducir el curso temporal de la respuesta de [Ca2+]i (línea azul del panel (C)

de la Figura 28). Así mismo, en el panel (C) de la Figura 28 se muestra el curso temporal

de [Ca2+]RS (vea la línea color verde discontínua).

Estos resultados sugieren que el modelo de cinética bajo demanda es robusto y por lo

mismo nos permitirá evaluar cuáles de estos parámetros son los que tienen un papel en

las respuestas de [Ca2+]i inducidas por cafeína cuando está inhibida la bomba SERCA.
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Figura 28: Respuestas de la concentración intracelular de Ca2+ inducidas al aplicar

una dosis de 2 mM de cafeína y las respuestas del modelo CbD. En el panel (A)

se muestran los datos obtenidos para la amplitud y la velocidad máxima de liberación

inducida por un pulso de cafeína de 2 mM aplicado a 49 diferentes CML de vejiga urinaria

de cobayo (puntos rojos) y el ajuste del modelo CbD para estas respuestas (línea color

azul). En el panel (B) se presentan las mismas respuestas que en (A) pero comparando la

velocidad máxima de liberación con respecto al tiempo al pico. En el panel (C) se muestra

el curso temporal de la respuesta de [Ca2+]i (puntos color rojo) y el ajuste del modelo

CbD (línea color azul) así cómo la reducción de [Ca2+]RS derivada del modelo (línea

verde punteada). Es necesario mencionar que para lograr reproducir este transitorio de

Ca2+ en particular b = 35 s−1, [Ca2+]i = 92.5 nM y γ = 7.45 %.
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8.2.1. Un modelo de la cinética de unión a Ca2+ basado en cómo CSQ une Ca2+

Diversos esfuerzos se han realizado para desarrollar estudios numéricos del amor-

tiguamiento y secuestramiento de Ca2+ [37, 74, 75, 76]. En estos estudios, la concen-

tración intracelular de Ca2+ es típicamente calculada basada en el balance de los Wujos

de entrada (corrientes de Ca2+), la salida de Ca2+ (bombas de Ca2+, intercambiadores

de Ca2+ y secuestro de Ca2+ dentro de los organelos), la unión de Ca2+ a los amor-

tiguadores endógenos y exógenos (indicadores de Ca2+) y la unión de Ca2+ a los amor-

tiguadores endógenos lentos como parvalbumina (koff muy pequeña) [38]. Si bien las

abstracciones anteriores han servido para explicar parcialmente el comportamiento del

ion Ca2+ a nivel intracelular, hay preguntas que permanecen abiertas o sin contestar,

especialmente porque los propios indicadores que se usan para seguir la dinámica de

Ca2+ intracelular modiVcan las características de los transitorios de Ca2+ [74]. Recien-

temente, Neher E y Taschenberger H [38] han propuesto que es necesario replantear las

suposiciones sobre las que recae la caracterización de los amortiguadores endógenos de

Ca2+ (parvalbumina en el caso del citoplasma), toda vez que existe discrepancia entre

las estimaciones obtenidas in silico y los resultados experimentales.

En este trabajo se desarrolló un modelo matemático determinista para estudiar la

dinámica de Ca2+ tanto en el citoplasma como en el RS una vez que se ha inducido la

liberación de Ca2+. La primera premisa que se planteó fue sugerir que el número total de

sitios de unión a Ca2+ en el RS permanece constante (modelo CE). Resolvimos numéri-

camente el modelo CE y si bien generamos transitorios de Ca2+ in silico que siguen al

experimental no fuimos capaces de generar la fase 1 observada experimentalmente [1].

Esto es relevante ya que considerábamos que el RS es Vnito así como el número total de

sitios de unión a Ca2+ de las proteínas amortiguadoras del RS. Esto nos llevó a replantear

las premisas sobre las que estábamos construyendo el modelo.

Nosotros propusimos otro tipo de cinética, llamada cinética bajo demanda (CbD),

dónde el número de sitios de unión incrementa en respuesta a la unión de Ca2+. En

otras palabras, si hay una reducción en [Ca2+] los sitios de unión a Ca2+ desaparecen
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(vea la Figura 25). Esta idea es apoyada por el trabajo hecho por Park et al con CSQ [44].

Dónde de nuestro propio análisis de sus datos de unión a Ca2+ encontramos que Bmax

(la cantidad total de los sitios de unión a Ca2+) aumenta conforme [Ca2+] incrementa.

Es decir, Bmax = 22 en el rango de 0 a 0.5 mM [Ca2+], y se va hasta 40 entre 0.5 y 3 mM

de [Ca2+], Bmax incrementa hasta 65 para el rango de 3 a 7 mM [Ca2+] e incrementa otra

vez a 79 a partir de 7 a 20 mM de [Ca2+]. Así mismo, se ha mostrado que el incremento de

Bmax requiere de la oligomerización de la proteína porque usando CSQ mutante incapaz

de agregarse, muestra una Bmax constante y saturable de 22 en todo el rango de 0 a 20

mM de [Ca2+] (vea la Figura 25) [44].

Se debe agregar que otro trabajo que apoya la idea de que los sitios de unión a Ca2+

aumentan en el RS conforme se va ocupando es el de Kumar A et al [77]. Con el ob-

jetivo de caracterizar la naturaleza de los sitios de unión a Ca2+ de CSQ1 in silico y a

su vez entender sus bases moleculares de reconocimiento del Ca2+ realizaron simula-

ciones de dinámica molecular para esta proteína. De su investigación reportaron que los

sitios de unión a Ca2+ de la proteína diVeren en aVnidad y geometría, los sitios de alta

aVnidad por Ca2+ comparten geometrías similares y se encontró que la mayoría de ellos

se inducen cuando incrementa [Ca2+] [77]. Además, las simulaciones muestran que el

polímero de CSQ1 es progresivamente estabilizado por el incremento de las interacciones

hidrofóbicas que emergen con el incremento de [Ca2+] [77].

De aquí que con el modelo CbD se pueden obtener los transitorios de Ca2+ intracelu-

lar simulados que son simulares a los experimentales. Además de que reproduce la fase 1

observada experimentalmente en el proceso de liberación de Ca2+ [1]. Más aún, con este

modelo también se pueden reproducir los experimentos de variabilidad celular. De modo

que la principal contribución del modelo CbD es el descubrimiento de que los datos ex-

perimentales no pueden ser reproducidos usando la cinética estándar (CE) para la unión

de Ca2+ a proteínas luminales del retículo endoplásmico/sarcoplásmico.
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8.3. Resultados del modelo matemático utilizando la cinética es-

tándar para modelar la unión de Ca2+ a las proteínas amor-

tiguadoras luminales cuando se ha inhibido la bomba SERCA

Con el objetivo de determinar el papel de la bomba SERCA en la liberación de Ca2+

mediada por los RyRs, la Doctora Gómez-Viquez inhibió de manera aguda a estas en-

zimas con un pulso de tapsigargina (10 µM ) por 5 s y 30 s, para después estimular la

liberación de Ca2+ con cafeína en CML. La aplicación de tapsigargina resultó como se

esperaba en respuestas de [Ca2+]i más pequeñas (círculos rojos del panel (A) de la Figura

29) y más lentas (círculos rojos del panel (B) de la Figura 29) comparadas con las respues-

tas de [Ca2+]i inducidas al aplicar únicamente 20 mM de cafeína (paneles (A) y (B) de la

Figura 27). A Vn de determinar qué parámetros eran necesarios cambiar para reproducir

el efecto de tapsigargina, partimos de analizar qué sucedía con [Ca2+]i y [Ca
2+]RS en el

modelo CbD una vez que el Wujo J3 era igualado a cero. Este cambio en el modelo CbD

no nos permitió reproducir los resultados experimentales. A causa de esto, nos vimos

en la necesidad de hacer un análisis más detallado. Aceptemos por el momento de que

encontramos los parámetros de nuestro modelo que nos permitieron generar los expe-

rimentos de variabilidad celular y el transitorio de Ca2+ in silico cuando se encuentra

inhibida la bomba SERCA; la descripción de cómo llegamos a estos resultados la pre-

sentaré en líneas posteriores. Es necesario mencionar que para generar los resultados in

silico de esta sección se realizó el mismo procedimiento descrito en las secciones 8.1 y

8.2. Los valores de los parámetros utilizados se muestran en la Tabla 1. En los paneles (A)

y (B) de la Figura 29 se muestran los resultados de variabilidad obtenidos in silico bajo

las premisas que reproducen el transitorio de Ca2+ intracelular una vez que está inhibi-

da la bomba SERCA (línea azul). En cuanto al panel (C) de la Figura 29 se observa que

la reducción en [Ca2+]RS ocurre a una mayor velocidad que cuando la bomba SERCA

está activa y apesar de ello la respuesta de [Ca2+]i fue más pequeña y lenta (línea verde

discontínua del panel (C) de la Figura 29) comparadas con los datos obtenidos para 20 y

2 mM de cafeína (Figuras 27 y 28) .

71



0 100 200 300 400 500 600 700 800
∆[Ca2+ ]i (nM)

0

200

400

600

800

1000

d
[
C
a
2
+
]
i
/d
t
  
(
n
M
/s
)

(A)

Datos
Modelo

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
Tiempo al pico (s)

0

200

400

600

800

1000

d
[
C
a
2
+
]
i
/d
t
  
(
n
M
/s
)

(B)

Datos
Modelo

0

50

100

150

200

250

300

350

400

[
C
a
2
+
]
i
 (
n
M
)

Caf = 20 mM (5 s)

(C)

[Ca2+ ]i(Exp)

[Ca2+ ]i(Mod)

0

20

40

60

80

100

120

140

160

[
C
a
2
+
]
R
S
 (
µ
M
)

[Ca2+ ]RS(Mod) 

Figura 29: Efecto de la inhibición de la bomba SERCA por tapsigargina en las res-

puestas del Ca2+ intracelular inducidas al aplicar 20 mM de cafeína. En el panel (A)

se muestran los datos obtenidos para amplitud y la velocidad máxima de la liberación inducida

por un pulso de cafeína aplicado a 12 diferentes CML expuestas a tapsigargina por 5 s, 10 s antes

de la aplicación de cafeína (círculos color rojo). Note que la amplitud y la velocidad máxima de

liberación fueron menores así como el tiempo al pico (círculos color rojo, panel (B)). Los resul-

tados obtenidos al simular la inhibición de la bomba SERCA se muestran en línea color azul,

cabe mencionar que estos resultados se logran al usar el modelo CE en lugar del modelo CbD.

En el panel (C) se muestra el curso temporal de [Ca2+]i inducida al aplicar 20 mM de cafeína de

una CML que previamente ha sido expuesta a tapsigargina (círculos rojos) junto las respuestas

obtenidas al simular el modelo CE modiVcado (línea color azul) y la reducción de [Ca2+]RS de

este modelo (línea color verde). Note que no hay recuperación de [Ca2+]RS como se espera una

vez que la bomba SERCA ha sido inhibida y se ha detenido la aplicación de cafeína. Es necesario

mencionar que para lograr reproducir este transitorio de Ca2+ en particular b = 72.2 s−1, [Ca2+]i

= 79.5 nM y γ = 6.64 %, kf=0.3 mM s−1, [Ca2+]TRS = 750 µM y CSQ = 4.
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Las siguientes líneas tratan del procedimiento que se siguió para determinar el papel

de la bomba SERCA en la liberación de Ca2+ por medio de los RyRs in silico. Los resul-

tados de este procedimiento se presentan en la Figura 30. En el panel (A) de la Figura

30 se muestra las respuestas de los transitorios simulados de [Ca2+]i estimulados por la

aplicación de 20 mM de cafeína (barra negra) bajo diferentes condiciones. En el panel (B)

se muestra las respuestas simuladas de [Ca2+]RS de estas mismas simulaciones. Mien-

tras que en el panel (C) se muestra el curso temporal de [Ca2+]TRS , el cual corresponde

a la suma de [BCa]RS y [Ca2+]RS de este mismo procedimiento.

En primer lugar observe la dinámica de [Ca2+]i, [Ca2+]RS y [Ca2+]TRS al aplicar 20

mM de cafeína durante 5 s utilizando el modelo CbD (respectivamente vea la línea azul

obscuro de los paneles (A), (B) y (C) de la Figura 30). Cómo se puede observar al aplicarse

el pulso de cafeína se genera el transitorio de Ca2+ y una correspondiente disminución

tanto en [Ca2+]RS como en [Ca2+]TRS . Una vez que cesa el estímulo de cafeína las tres

variables comienzan a regresar a su valor de estado estacionario. En particular note que

[Ca2+]RS se recupera más rápido comparado con [Ca2+]TRS .

Ahora veamos, utilizando el modelo CbD cuando el Wujo J3 es igualado a cero, emu-

lando la inhibición de la bomba SERCA, se observó la inhibición completa de la bomba

SERCA por si misma no altera la respuesta de [Ca2+]i a la aplicación de 20 mM de cafeí-

na (vea la línea azul claro del panel (A) de la Figura 30), pero como se esperaba, elimina

completamente la recuperación de [Ca2+]RS y [Ca2+]TRS después de la aplicación de

cafeína (vea la línea azul claro de los paneles (B) y (C) de la Figura 30)

Avanzando en nuestro análisis, deseo subrayar que nosotros observamos una reduc-

ción signiVcativa en el transitorio de [Ca2+]i estimulado por cafeína, al cambiar la forma

en que las proteínas luminales interactúan con el Ca2+ al usar una cinética estándar (CE)

en lugar de una cinética bajo demanda (CbD) (vea la línea roja del panel (A) de la Figura

30). Es preciso enfatizar que la principal diferencia que encontramos es que el retardo de

la reducción de [Ca2+]RS ha desaparecido (vea la línea roja del panel (B) de la Figura

30) apesar de que la cantidad total de Ca2+ liberado por el RS es la misma en ambas
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cinéticas (vea las líneas roja y azul obscuro del panel (C) de la Figura 30). De manera

puntual observe que con el modelo CE la reducción de [Ca2+]TRS es mucho más lenta

que en la condición del modelo CbD (respectivamente vea las líneas roja y azul obscuro

del panel (C) de la Figura 30). Esta situación permite que los mecanismos de remoción

de Ca2+ del citoplasma atenúen la respuesta de [Ca2+]i.

Es necesario recalcar que el efecto de tapsigargina en la respuesta del transitorio de

[Ca2+]i inducidos por cafeína afecta tanto la amplitud como la velocidad máxima de li-

beración [3]. El primero de estos efectos se ha logrado cambiando la forma en que unen

Ca2+ las proteínas amortiguadoras de una cinética bajo demanda (CbD) a una cinética

estándar (CE). Para el último efecto redujimos tanto el número de canales involucrados

en la liberación (parámetro kf ) como la cantidad de Ca2+ unido a las proteínas amor-

tiguadoras luminales (parámetro CSQ) (vea la línea morada del panel (A) de la Figura

30).

Hay que mencionar, además, que el tiempo tomado por tapsigargina para producir

estos dos efectos es corto, por lo que nosotros consideramos que la concentración de

proteínas luminales no se modiVca y pensamos que lo que estaría pasando sería una

reducción en el número de RyRs que están acoplados a los proteínas luminales (CSQ) y

respondiendo a cafeína (kf ). Esta situación reduce la amplitud del transitorio de Ca2+

estimulado por cafeína sin reducirse [Ca2+]TRS . Con el objetivo de alcanzar este efecto

en nuestro modelo disminuimos [Ca2+]TRS (vea la línea color morado del panel (C) de l

a Figura 30). De esta manera logramos reproducir los resultados experimentales cuando

se encuentra inhibida la bomba SERCA.

En la sección 2.1 se describió que experimentalmente se ha observado que el proceso

de liberación de Ca2+ inducida por cafeína involucra 4 fases que dependen de la actividad

de la bomba SERCA. Esto es, el plano fase mostrado en la Figura 15 muestra que la

inhibición de la bomba SERCA fusiona las fases 1 y 2 resultando en una relación lineal

entre el incremento de [Ca2+]i y la reducción de [Ca2+]RS .
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Figura 30: La inhibición de la bomba SERCA cambia la forma en la que las proteí-

nas luminales unen Ca2+. Los resultados de simulaciones [Ca2+]i, [Ca
2+]RS y [Ca2+]TRS

in silico obtenidos al simular el proceso de inhibición de la bomba SERCA se muestran respecti-

vamente en los paneles (A), (B) y (C). La respuesta control ante la aplicación de 20 mM de cafeína

usando el modelo CbD se muestra en los trazos azul obscuro. La inhibición de la bomba SERCA

con tapsigargina afecta tanto la recuperación de [Ca2+]RS como [Ca2+]TRS (línea azul claro,

paneles (B) y (C)), pero no altera la respuesta de [Ca2+]i (línea azul claro, panel (A)). Cambian-

do del modelo CbD al modelo CE disminuye signiVcativamente la amplitud del transitorio de

[Ca2+]i (línea roja, panel A) porque [Ca2+]TRS que esta donando el RS es menor (línea roja,

panel C) aunque se acelera la reducción de [Ca2+]RS (línea roja, panel C). Para reducir tanto la

amplitud como la velocidad de subida, se redujo el número de RyR que responden a cafeína (kf )

(línea color verde) y por tanto la capacidad amortiguadora del retículo (CSQ) (línea morada). El

estímulo de cafeína de 20 mM aplicado en todos los casos tuvo una duración de 5 s (barra negra).
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En cuanto a este último punto, nuestro modelo CbD puede reproducir las 4 fases

observadas en el proceso de liberación de Ca2+, particularmente la transición de la fase

1 a la fase 2 (vea la línea azul de la Figura 31). En cambio, al cambiar del modelo CbD

al modelo CE se observa que la fase 1 desaparece y resulta ahora en una relación lineal

entre [Ca2+]RS y [Ca2+]i (línea roja de la Figura 31).
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Figura 31: El modelo CbD reproduce el diagrama de fases observado en el proceso

de liberación de calcio. El modelo CbD reproduce las 4 fases observadas en la liberación

de Ca2+ inducida por cafeína (línea color azul). Estas fases se ven alteradas al inhibir la

bomba SERCA y cambiar al modelo CE (línea color rojo). Además, reduciendo el número

de RyRs (kf ) y la capacidad amortiguadora del RS (CSQ) que participan en el proceso de

liberación reduce aún más la amplitud de la respuesta de [Ca2+]i (línea color morado)

pero con un diagrama de fases similar al mostrado experimentalmente cuando se ha

inhibido a la bomba SERCA (línea color verde del panel (B) de la Figura 15).

La comparación entre [Ca2+]RS y [Ca2+]TRS muestra por qué el modelo CbD es

más eVciente en incrementar [Ca2+]i que el modelo CE. En el modelo CbD el suministro

de Ca2+ hacia el citoplasma proviene principalmente del Ca2+ unido a las proteínas

luminales con una mínima reducción en [Ca2+]RS (vea la línea azul de la Figura 32),

mientras que con el modelo CE pasa el efecto contrario (vea la línea roja de la Figura

32). Esto es relevante porque se puede explicar por qué [Ca2+]RS no correlaciona con el
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suministro de Ca2+ hacia el citoplasma. Además, el modelo CbD sugiere que la bomba

SERCA modula el número de RyRs acoplados a las proteínas amortiguadoras de Ca2+.

De forma tal que la inhibición de la bomba SERCA produce una reducción de la amplitud

de la respuesta de Ca2+ al disminuir el número de proteínas amortiguadoras participando

en el proceso de liberación de Ca2+ (vea la línea morada de la Figura 32 ).
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Figura 32: El modelo CbD presenta una gráVca de la capacidad amortiguadora de

calcio luminal con concavidad positiva. La condición CbD genera una curva de la

capacidad amortiguadora de Ca2+ con concavidad positiva (línea azul), la cual ya ha

sido observada previamente en células de músculo esquelético [40]. Esto puede explicar

la gran capacidad del RS de donar Ca2+ (debido a la gran reducción en [Ca2+]TRS ) con

una reducción mínima en [Ca2+]RS . Usando el modelo CE se obtiene una curva con con-

cavidad negativa, lo que signiVca una gran reducción en [Ca2+]RS pero una reducción

mucho menor en [Ca2+]TRS (línea roja) y un transitorio de [Ca2+]i de mucho menor

amplitud. Reduciendo la capacidad amortiguadora del RS (CSQ) así como la cantidad

de RyRs (kf ) participando en el proceso de liberación estimulado por cafeína decrece la

cantidad de Ca2+ que puede aportar el RS (línea morada).
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8.3.1. La liberación de Ca2+ inducida por cafeína en CML involucra cuatro fases

que son reproducidas por el modelo CbD

Dagnino-Acosta A et al [22] han presentado evidencia experimental de que los canales

de liberación, es decir, tanto los RyRs como los de IP3R tienen acceso, en primera ins-

tancia, al Ca2+ unido a proteínas luminales. Una vez agotado este Ca2+, entonces los

canales de liberación acceden al Ca2+ libre luminal [22]. La evidencia que sugiere este

acceso preferencial de los canales liberadores al Ca2+ unido a proteínas consiste en la

observación de un incremento sustancial de [Ca2+]i con una reducción mínima del Ca2+

libre luminal [22]. De aquí que un elemento clave que el modelo CbD debía reproducir

es la fase 1 observada durante el proceso de liberación de Ca2+ y la transición de la

fase 1 a la fase 2 (vea la Figura 31). La fase 1 representa una condición de muy alta ca-

pacidad amortiguadora, dado que se pueden observar grandes cambios en [Ca2+]i con

una mínima reducción en el nivel de Ca2+ libre luminal [22]. Por otra parte, la fase 2 se

caracteriza por una abrupta reducción en la capacidad amortiguadora de Ca2+ luminal,

debido a que hay una gran reducción en [Ca2+]RS con un efecto mínimo en [Ca2+]i.

Estas dos fases y la transición entre ellas no puede ser reproducida usando la condición

de cinética estándar (modelo CE), dónde hay un número Vnito de sitios de unión a Ca2+

que eventualmente se saturan conforme se incrementa [Ca2+].

Deseo subrayar que Manno C. et al [40] han reportando que en células de músculo

esquelético al graVcar [Ca2+]TRS con respecto a [Ca2+]RS (transición entre las fases 1

y 2) genera una curva con concavidad positiva (Figura 7 de la referencia [40]) en lugar

de una curva con concavidad negativa, la cual se espera para la cinética estándar (vea la

Figura 31). Los autores argumentan que esto se debe a que CSQ une Ca2+ de manera co-

operativa, es decir, se incrementa la cooperatividad de las proteínas luminales por Ca2+,

la cual produce una curva con concavidad positiva para la relación entre [Ca2+]TRS y

[Ca2+]RS [40]. La principal desventaja de esta interpretación es que entre más grande sea

el coeVciente de Hill, el rango efectivo en el que las proteínas luminales pueden amor-

tiguar Ca2+ es menor. Esto se opone a una de las características principales del RS/E en

78



el sentido de que el organelo presenta una gran capacidad para amortiguar Ca2+ [14].

De acuerdo con esto, nuestro modelo permite explicar ambos eventos, un aumento en la

capacidad amortiguadora de Ca2+ y una curva de amortiguamiento de Ca2+ en el RS con

concavidad positiva. Ambas situaciones se han observado experimentalmente [1, 22, 40].

Una diferencia muy importante entre el modelo CE y el modelo CbD es que, en

el primero, tanto los sitios libres de unión a Ca2+ de las proteínas luminales como los

canales de liberación (RyRs) compiten por el Ca2+. Es decir, la reducción de [Ca2+] in-

crementa la competencia por el Ca2+ libre (vea la línea roja de la Figura 32 y el panel (B)

de la Figura 33). Este no es el caso del modelo CbD, porque hay una reducción obligatoria

en el número de sitios de unión a Ca2+ conforme se reduce [Ca2+]RS (vea el panel (A)

de la Figura 33). Así mismo, esta situación puede explicar por qué la fase 1 es caracteri-

zada por una gran incremento en [Ca2+]i con una reducción mínima en [Ca2+]RS (vea

la Figura 31). De hecho, en algunos casos se ha observado que la elevación de [Ca2+]i

debido a la liberación de Ca2+ por medio de las pozas intracelulares de Ca2+, está aso-

ciada con un incremento en [Ca2+]RS [22, 51, 67, 78]. Esto es básicamente imposible de

alcanzar con el modelo CE. Sin embargo, esta condición puede alcanzarse con el modelo

CbD, siempre y cuando el número de canales de liberación que se abren no son muchos,

cómo ya se había mostrado experimentalmente. Ikemoto N et al [51] describieron cómo

la activacion de pocos RyR en microsomas de RS provenientes de músculo esquelético

con bajas concentraciones de polilisina produce un incremento transitorio en [Ca2+]RS ,

efecto que no se observa cuando los autores usan concentraciones saturantes de polilisi-

na. Este incremento de Ca2+ en el lumen de los microsomas se debe a la presencia de

CSQ asociada a las membranas de los microsomas [72].

Nuestro grupo de investigación ha observado que en CML, usando bajas concen-

traciones de heparina (para inhibir parcialmente a los IP3R) se induce un incremento

transitorio en [Ca2+]RS en respuesta a la activación de los receptores muscarínicos [22].

Esta inhibición parcial de los IP3R resulta en transitorios de Ca2+ inducidos por carbacol

de mayor amplitud pero de menor duración, esto es porque aumentó [Ca2+]RS con un

menor número de canales de liberación involucrados [22].
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A su vez, en células cardíacas se ha observado que las ondas de Ca2+ espontáneas

y lentas están asociadas con elevaciones simultáneas en [Ca2+]RS , mientras que la acti-

vación coordinada de los RyR inducida por la depolarización de la membrana plasmática

muestra la reducción esperada en [Ca2+]RS mientras incrementa [Ca2+]i [78].

Figura 33: Las proteínas luminales y los canales de liberación compiten por el cal-

cio libre en el modelo CE. Panel (A) En el modelo CbD los sitios de unión a Ca2+ de

las proteínas luminales disminuyen conforme se va liberando Ca2+, por lo que no repre-

sentan competencia para el RyR. Panel (B) En el modelo CE, al iniciar la liberación del

Ca2+ una vez que se ha estimulado la apertura del RyR, se suelta Ca2+ de las proteínas

luminales guiado por el gradiente de concentración de Ca2+ entre el lumen del RS/E y

del citoplasma dejando sitios libres dónde se puede unir Ca2+. Estos sitios libres se con-

vierten en competencia para los canales de rianodina por lo que la aportación de Ca2+

que hace el RS/E es cada vez más lenta, lo que resulta en un transitorio menor.
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En células HeLa incubadas en ausencia de Ca2+ se encontró que la amplitud de los

transitorios inducidos por histamina eran de similar amplitud sin importar si el nivel

de Ca2+ luminal era bajo o alto [47]. Estos datos sugieren que los canales de liberación

tienen acceso a una fuente de Ca2+; posiblemente el Ca2+ que se encuentra unido a las

proteínas amortiguadoras. Partiendo del hecho que las células HeLa no expresan CSQ,

estas observaciones sugieren que hay otras proteínas luminales amortiguadoras de Ca2+

que presentan un comportamiento similar al de CSQ. De hecho el doble knock out para

CSQ no inhibe la liberación de Ca2+ en músculo esquelético [79].

8.3.2. El papel de la bomba SERCA en la facilitación del proceso de liberación de

Ca2+

La importancia de la bomba SERCA en la facilitacitación del proceso de liberación

de Ca2+ ya ha sido reportada [3, 22, 55]. En la Figura 30 se mostró el proceso para

lograr reproducir los resultados experimentales cuando se encuentra bloqueada la bomba

SERCA.

Los resultados anteriores se lograron bloqueando la bomba SERCA (J3), cambiando

la forma en que las proteínas están uniendo Ca2+ una vez que están inhibidas (modelo

CE), reduciendo el número de RyRs que responden al estímulo de cafeína (kf ) y por

tanto hay menos acceso a las proteínas luminales amortiguadoras de Ca2+ (CSQ). Estos

resultados nos sugieren que hay algún tipo de comunicación funcional entre la bomba

SERCA, las proteínas luminales y los canales de liberación de Ca2+ (vea la Figura 34),

que al inhibir la bomba SERCA, los RyRs son menos eVcientes para liberar Ca2+.
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Figura 34: Unidades funcionales. Modelo hipotético de cómo operan funcionalmente

la bomba SERCA, las proteínas luminales y los canales liberadores de Ca2+.

8.4. El modelo CbD reproduce la respuesta refractaria de [Ca2+]i

ante la aplicación de cafeína

Dagnino-Acosta A et al [22] demostraron experimentalmente que la capacidad amor-

tiguadora del RS requiere de un tiempo de restitución después de la liberación . Aplican-

do un protocolo de pulsos pareados de cafeína separados por un lapso de 30 s (tiempo

suVciente para que [Ca2+]i y el nivel de Ca2+ luminal retornen a sus niveles basales) a

CML de vejiga urinaria de cobayo y registrando simultáneamente [Ca2+]i y el nivel de

Ca2+ en el RS (líneas color rojo de la Figura 35) observaron lo siguiente. La aplicación

del 2do. pulso de cafeína produce un transitorio de Ca2+ signiVcativamente menor (20 %

de la amplitud comparada con el 1er. transitorio de Ca2+ citoplásmico) mientras que la

2da. respuesta a cafeína del Ca2+ luminal fue 107± 2.5 % mayor que la primera respuesta.

Posterior al 2do. estímulo con cafeína y después de un periodo de resposo de 2 min ob-

servaron que el nivel del Ca2+ en el RS fue de 0.988±0.003 F/Fo (n=5), en esta situación
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el aporte de Ca2+ inducido por una 3ra. aplicación de cafeína fue sustancialmente mayor

con respecto al 2do. estímulo de cafeína, puesto que la amplitud promedio de las res-

puestas fue de 75.1±6.5 % con relación a la 1ra. respuesta de Ca2+. Esto es una paradoja

porque el modelo CE establece que la recuperación del Ca2+ libre luminal implica recu-

peración de [Ca2+]TRS , la cual generaría transitorios de [Ca2+]i de amplitud similar a

los producidos ante el 1er. estímulo de cafeína.

Con el propósito de conocer cuál es la dinámica de Ca2+ tanto en el citoplasma

como en el RS in silico al aplicar 3 pulsos de cafeína a diferentes tiempos siguiendo

el protocolo de Dagnino-Acosta et al [22] resolvimos numéricamente tanto el modelo

CbD como el modelo CE. Las simulaciones para ambos modelos fueron calculadas al

resolver numéricamente el sistema de EDOs (ecuaciones (24) y (25)), siguiendo el mismo

procedimiento descrito en las secciones 8.1 y 8.2. Los parámetros utilizados se muestran

en la Tabla 1. Cabe mencionar que para generar los transitorios de Ca2+ in silico de esta

sección se usó una concentración de cafeína de 20 mM y el parámetro γ igual 2.54 %.

En el panel (A) de la Figura 35 se muestra el transitorio de [Ca2+]i obtenido al simular

tanto el modelo CbD (línea color azul) como el modelo CE (línea color verde). A su vez,

en el panel (B) de la Figura 35 se muestra el nivel de Ca2+ en lumen de RS de ambos

modelos en respuesta a la aplicación de 3 estímulos de cafeína durante 5 s (barras color

negro) a diferentes tiempos cómo lo realizaron experimentalmente Dagnino-Acosta et al

[22]. Como se puede observar de la Figura 35 la cantidad de Ca2+ liberado del RS es la

misma en ambos modelos. De aquí que la amplitud reducida en el transitorio de [Ca2+]i

vista en el modelo CE (línea verde del panel (A) de la Figura 35) se debe a la competencia

por Ca2+ entre las proteínas amortiguadoras luminales y los canales de liberación. Una

situación que no se observa en el modelo CbD (fase 1) (vea la línea color azul de la Figura

31). Debido a que el modelo CE no presenta fase 1 (vea la línea color morado de la Figura

31), la reducción del Ca2+ libre luminal ocurre un poco antes de la caída del Ca2+ luminal

obtenida experimentalmente. Por otro lado, observe que el modelo CbD muestra una fase

1 muy exagerada. Deseo subrayar que el modelo CbD muestra una recuperación rápida

del Ca2+ libre luminal que no involucra la recuperación de [Ca2+]TRS (vea el trazo azul
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de la Figura 32), mientras que en el modelo CE desde que [Ca2+]RS como [Ca2+]TRS

aumentan simultáneamente hay muy poca recuperación de [Ca2+]RS .
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Figura 35: Respuesta refractaria de los transitorios de calcio citoplásmico estimu-

lados por cafeína. Los registros simultáneos (trazos en color rojo) de [Ca2+]i (panel (A))

y del nivel de Ca2+ en el RS (panel (B)) en respuesta a la aplicación de tres pulsos de

cafeína por 5 s (barras en color negro) se presentan aquí. Note que antes del segundo

pulso de cafeína, tanto el nivel de Ca2+ en el RS como [Ca2+]i regresaron a sus niveles

basales. Una 2da. aplicación de cafeína produce la misma respuesta en el nivel de Ca2+

en el RS pero con un mínimo efecto en [Ca2+]i. Posterior a los 2 min. de recuperación,

se puede observar un mayor aporte de Ca2+ al citoplasma comparado con el segundo

estímulo de cafeína. Los resultados numéricos obtenidos de las simulaciones del mode-

lo CbD (líneas color azul) y del modelo CE (líneas color verde) también se presentan

aquí. Los resultados experimentales fueron proporcionados por el Dr. Dagnino-Acosta

A, previamente publicados en la referencia [22].
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Estos resultados son ciertos incluso cuando se usan los parámetros que mejor repro-

duzcan la respuesta de los transitorios de [Ca2+]i estimulados por cafeína (vea la Figura

36).
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Figura 36: El modelo de cinética estándar no sigue la recuperación del calcio libre

luminal. Para lograr que el modelo CE (línea color verde) reproduzca los transitorios de

[Ca2+]i (línea color rojo) inducidos al aplicar 20 mM de cafeína, se incremento el valor

de γ a 4.18 %. Note que aunque las respuestas del modelo CE sigue el curso temporal

de [Ca2+]i, el curso temporal de la recuperación de [Ca2+]RS es mucho más lenta en el

modelo CE que los registros de Wuorescencia del Mag-Fluo-4. Esto puede ser explicado

al considerar que en el modelo CE tanto [Ca2+]RS como [Ca2+]TRS van de la mano,

mientras que en el modelo CbD hay una rápida recuperación de [Ca2+]RS que antecede a

la recuperación de [Ca2+]TRS , lo cual puede explicar la presencia del periodo refractario

debido a la recuperación de [Ca2+]RS pero no de [Ca2+]TRS , entonces el transitorio de

[Ca2+]i es mucho más pequeño ante el 2do. estímulo de cafeína.

Esta discrepancia entre los modelos permite que el modelo CbD pueda explicar la aparente

paradoja de haber recuperado [Ca2+]RS con una recuperaciónmínima en [Ca2+]TRS . Es-
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tos resultados nos sugieren que el modelo CbD describe mejor el comportamiento de las

proteínas durante la liberación de Ca2+ inducida por cafeína.

8.4.1. El modelo CbD explica el periodo refractario a pesar del nivel de Ca2+

luminal normal

Como se puede observar de las Figuras 30 (línea color azul oscuro de los paneles

(B) y (C)) y 35 el modelo CbD predice una rápida recuperación de [Ca2+]RS y una

recuperación de [Ca2+]TRS mucho más lenta. De ahí que esto establezca un período re-

fractario, dónde hay una recuperación de [Ca2+]RS pero no hay una recuperación de

[Ca2+]TRS . Como resultado el segundo transitorio de [Ca2+]i disminuye considerable-

mente, como se ha observado experimentalmente [3, 22, 39]. Por otra parte, el modelo

CE no es capaz de seguir la recuperación de [Ca2+]RS experimental, aún cuando se bus-

caron las condiciones que reprodujeran la amplitud de los transitorios de Ca2+ (vea la

Figura 36).

Ikemoto N et al [51] han sugerido que una gran porción del Ca2+ transportado está

unido a las proteínas luminales, como CSQ y que este Ca2+ debe ser disociado previo

al transporte de Ca2+ por la membrana, por lo que se sugiere que este proceso debe

involucrar cambios complejos en el Ca2+ luminal durante el proceso de liberación de

Ca2+ a partir del RS. De manera que el grupo de Ikemoto N propone que el proceso

de liberación involucra tres fases: (1) hay cambios conformacionales de las proteínas

luminales debido a la activación de los canales de liberación, (2) se induce la liberación

del Ca2+ de las proteínas luminales y un subsecuente incremento en [Ca2+]RS y (3) se

da la apertura de los canales de liberación, como resultado el Ca2+ se mueve del RS

al citoplasma [51, 52, 80, 81]. En este sentido se ha mostrado que hay un glutamato

conservado tanto en el RyR como el IP3R que puede funcionar como un sensor de Ca2+

luminal [82]. De manera que ante el incremento de [Ca2+]RS pueda promover la apertura

de los canales liberadores permitiendo el Wujo de Ca2+ hacia el citoplasma [82].
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8.5. Los Wujos de Ca2+ J1, J2 y J3 tanto del modelo CE como del mo-

delo CbD

Con el Vn de conocer cómo se comportaban los Wujos de Ca2+ (J1, J2 y J3) tanto

del modelo CE como del modelo CbD durante el proceso de liberación de Ca2+ in silico

realizamos lo siguiente. Simulamos ambos modelos cómo se describió en las secciones

8.1 y 8.2 y obtuvimos los cursos temporales de cada Wujo. Es necesario recordar que el

Wujo J1 corresponde a los mecanismos de remoción de Ca2+ en el citoplasma. A su vez el

Wujo J2 corresponde a la liberación de Ca2+ del RS al citoplasma vía la bomba SERCA.

El Wujo J3 representa el transporte de Ca2+ del citoplasma hacia el RS vía la bomba

SERCA. En la Figura 37 se muestran los Wujos J1, J2 y J3 (líneas azul, rojo y verde

respectivamente) generados al aplicar un estímulo de cafeína de 20 mM utilizando tanto

el modelo CE (líneas discontínuas) como el modelo CbD (líneas contínuas).

Inicialmente, para el modelo CE (líneas discontínuas) los Wujos muestran su valor

de estado estacionario (de 0 a 10 s), como es de esperarse J2 y J3 comparten un mismo

valor de estado estacionario. Esto es así porque en ausencia del estímulo de cafeína no

hay cambio en las concentraciones de Ca2+ en los compartimentos. Una vez aplicado

el estímulo de cafeína a los 10 s de simulación, incrementan los valores de los Wujos.

A los 15 s de simulación cesa el estímulo de cafeína. Observe que cuando termina el

estímulo de cafeína, el Wujo J3 (línea discontínua color verde) regresa a su valor de

estado estacionario, no así el Wujo J2 (línea discontínua color rojo). El Wujo J2 se va a

cero. Esto es así porque el Wujo J2 es dependiente de [Ca2+]RS (ecuación 27), la cual es

muy baja una vez que se ha vaciado el RS en el modelo CE. Entonces J2 no representa

una competencia para la bomba SERCA y por tanto para el Wujo J3. El resultado es que

hay una ganancia neta de Ca2+ en el RS (vea las líneas discontínuas color rojo y verde

del recuadro de la Figura 37). Esta característica permite que el tercer transitorio de Ca2+

obtenido in silico usando el modelo CE sea de mayor amplitud comparado con el tercer

transitorio de Ca2+ usando el modelo CbD (vea las líneas verde y azul de la Figura 35,

respectivamente).
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Esta característica del Wujo J2 no se presenta para el modelo CbD (vea la línea con-

tínua color rojo de la Figura 35). En este caso, una vez que cesa el estímulo de cafeína, J2

regresa a su valor de estado estacionario porque se ha recuperado [Ca2+]RS . El resultado

de esto es que la ganancia neta de Ca2+ en el RS es mínima, esto se ve reWejado en que el

tercer transitorio de Ca2+ utilizando el modelo CbD es de menor amplitud que el transi-

torio experimental y que el obtenido con el modelo CE (vea las líneas color rojo y verde

de la Figura 35). Con el modelo CbD no hay ganancia neta de Ca2+, hay que esperar

varias unidades de tiempo de simulación para poder recuperar un tercer transitorio de

Ca2+ equiparable al experimental.
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Figura 37: Los Wujos de Ca2+ de la cinética estándar comparado con la cinética

bajo demanda. La gráVca muestra el curso temporal de los Wujos J1, J2 y J3 obtenidos

al simular un transitorio de Ca2+ tanto con el modelo CE (líneas discontínuas) como con

el modelo CbD (líneas conínuas) al aplicar [Caf] = 20 mM por 5 s. El resto de los valores

parámetros utilizados se muestran en la Tabla 1.
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8.6. Condiciones alternativas a las del modelo CbD

8.6.1. Un modelo que considera los diferentes compartimentos en el RS de CML

Mientras las ideas presentadas aquí pueden estimular el campo de la señalización

por Ca2+. Nuestra propuesta puede ser que no sea la solución correcta. Los indicadores

Wuorescentes que se usan para medir Ca2+ contienen un grupo éster AM que le permite

al Wuoróforo cruzar la membrana y acumularse en una gran variedad de organelos [83].

Una vez dentro del citoplasma, el grupo AM (por ejemplo del Mag-Fluo4) es removido

por las estereases internas, convirtiéndolo en una molécula permeable que puede alcan-

zar las pozas intracelulares de Ca2+. En los experimentos realizados por Dagnino et al

[22] se utilizó Fura-2 y Mag-Fluo4 para registrar los cambios intracelulares y luminales

de Ca2+ respectivamente. Si bien, las suposiciones sobre las que recaen la interpretación

de los resultados es que los Wuoróforos están homogeneamente distribuidos (debido al

tiempo de incubación del colorante), podemos imaginar otro escenario que nos permita

generar la fase 1 observada experimentalmente [22].

En la Figura 38 se muestra un esquema de la sección transversal de una CML ilus-

trando la relación topológica entre la membrana plasmática, el RS y la envoltura nuclear.

Como se puede observar, el RS cuenta con varios compartimentos, que corresponden

al retículo superVcial, los tubos conectores que estarían en la región citoplásmica y el

retículo perinuclear [70]. Bajo este esquema, si el colorante se encuentra localizado prin-

cipalmente en el retículo perinuclear (Mag-Fluo4:Caper), al estimularse la liberación de

Ca2+ al inicio del transitorio se podría observar un incremento de [Ca2+]i, proveniente

principalmente del RS superVcial, sin un cambio en el registro de Wuorescencia del retícu-

lo. Esto es porque el colorante se encuentra localizado principalmente en el retículo pe-

rinuclear y no detectaría inicialmente la disminución de la concentración de Ca2+ en el

RS. Ya que este último estaría siendo proporcionado por el Ca2+ que está unido a CSQ

localizada principalmente en el retículo superVcial [70].

El escenario anterior nos permitiría generar la fase 1 observada en el proceso de

liberación de Ca2+ e incluso la fase 2 [1]. Esto es, en la fase 2 comenzaría a disminuir la
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concentración de Ca2+ libre en todo el retículo que ahora sí reportaría el Wuoróforo pero

ya no tendría un impacto signiVcativo en la concentración de Ca2+ en el citoplasma.

Figura 38: Modelo alternativo para generar la fase 1 observada en el proceso de

liberación de calcio. Considere que el RS de CML contiene tres compartimentos: el

retículo superVcial, los tubos conectores del RS y el retículo perinuclear. Dónde [Ca2+]per

es la concentración de Ca2+ en el retículo perinuclear, [Ca2+]sup la concentración de

Ca2+ en el retículo superVcial dónde principalmente se localizan las proteínas luminales

(CSQ), Mag-Fluo4 representa la concentración del colorante y RyR son los receptores

rianodina. En este modelo el Ca2+ puede pasar de un compartimento a otro a través de

los tubos conectores de forma tal que al estimularse la apertura de los RyR comenzaría

a verse un incremento de Ca2+ en el citoplasma y este vaciamiento no sería detectado

por el colorante, ya que éste se encuentra concentrado principalmente en el retículo

perinuclear, lejos de las proteínas luminales. Este escenario nos permitiría observar la

fase 1. Imagen modiVcada de la referencia [70]

90



8.6.2. Modelos matemáticos que consideran la difusión de Ca2+ en el lumen del

RS

Recientemente se han reportado modelos matemáticos que investigan la terminación

de las chispas de Ca2+ en células cardíacas [84, 85]. Estos modelos consideran la difusión

de Ca2+ dentro del RS. Los autores resportan que el coeVciente de difusión del Ca2+ en

el retículo longitudinal de las células cardíacas es de 0.6x10−10 m2s−1 (cómo previamente

ya se había estimado [86], pero consideran que este coeVciente es 5 veces mayor en el

retículo de unión (3.5 x10−10 m2s−1) [84, 85]. Esto contrasta con la concentración de

CSQ no móvil del RS. Esto es, los autores reportan que la concentración de CSQ en el

retículo longitudinal es de 6 mM (como previamente se había estimado [87]), mientras

que para el retículo de unión reportan que la concentración de CSQ es de (30 mM). Esta

situación es más que contradictoria. La intuición nos dice que una alta concentración

de CSQ representaría una barrera de difusión para el Ca2+. Sin embargo, esta aparente

contradicción enfatiza la importancia de limitar la competencia entre CSQ y el RyR

para que el Ca2+ libre alcance una liberación eVciente. Deseo subrayar que con nuestro

modelo CbD obtuvimos el mismo resultado disminuyendo el número de sitios de unión

a Ca2+ conforme disminuye [Ca2+]RS .

91



9. Conclusiones

“Everything must be taken into account. If the fact

will not Vt the theory —let the theory go.”

—Agatha Christie.

The Misterious AUair at Styles.

En este trabajo se ha presentado un enfoque diferente al estándar para modelar la

cinética de unión de Ca2+ a las proteínas amortiguadoras localizadas en el lumen del RS

a través de modelado matemático. Del análisis de las curvas de unión a Ca2+ a CSQ se

observó que el número máximo de sitios de unión a Ca2+ aumenta conforme se eleva el

Ca2+ en el medio [44]. Dichos resultados los interpretamos como si estuviesen aparecien-

do nuevos sitios de unión a Ca2+ conforme se van ocupando. Esto lo tomamos en cuenta

en nuestro modelo de una manera heurística. De dónde resultó que nuestra propuesta

nos permitió explicar la gran capacidad del RS para donar Ca2+, la participación de la

bomba SERCA en el proceso de liberación, así como el periodo refractario de la capaci-

dad amortiguadora de Ca2+ en el RS. Acorde con esto del presente trabajo se desprenden

las siguientes conclusiones:

La liberación de Ca2+ es incompatible con la cinética estándar (modelo CE).

El modelo de cinética bajo demanda (modelo CbD) es una opción que reproduce

la liberación de Ca2+. Este modelo nos permite explicar por qué el retículo es

capaz de liberar grandes cantidades de Ca2+ al citoplasma sin que disminuya la

concentración de Ca2+ libre luminal, de esta forma podemos explicar la aparente

violación a la ley de conservación de la materia encontrada en el proceso de libe-

ración de Ca2+.

El modelo CbD establece que la capacidad de almacenar Ca2+ dentro del retículo

es dependiente de la bomba SERCA y que varía con la concentración de Ca2+ libre

en dicho compartimento.
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El modelo CbD sugiere que para una liberación eVciente es importante evitar la

competencia entre los canales de liberación y las proteínas de unión a Ca2+ lumi-

nales como calsecuestrina.

El modelo CbD nos permite regular la cantidad de Ca2+ libre luminal de forma

independiente de la concentración de Ca2+ total en el retículo, esto evita el estrés

del retículo.

El modelo CbD sugiere que la variabilidad celular de los transitorios de Ca2+ in-

ducidos por cafeína surge de que el retículo puede ocupar del 1 al 10 % del volumen

celular.

La bomba SERCA, las proteínas luminales y los canales de liberación funcionan

como un complejo coordinado.

El modelo CbD sugiere que la bomba SERCA debe estar activa para una liberación

de Ca2+ eVciente.

La liberación de Ca2+ genera periodos refractarios, esto sugiere que los estímulos

Vsiológicos no agotan la reserva de Ca2+.

93



10. Perspectivas

10.1. El uso de indicadores proteínicos para seguir la dinámica de

la polimerización de CSQ dependiente de Ca2+

Una parte crítica de nuestro modelo CbD fue la consideración de que el número de

sitios de unión a Ca2+ de una proteína amortiguadora de Ca2+ llamada CSQ aumentan

conforme aumenta el Ca2+ en el medio [44]. Si este proceso ocurre durante la liberación

de Ca2+ se podría observar por medio de la técnica de FRET.

El experimento consistiría en colocar en un extremo de CSQ una proteína Wuores-

cente como CSQ-CFP y en el otro extremo otra proteína Wuorescente como CSQ-YFP.

De manera tal que al excitar con un láser de determinada longitud de onda por ejem-

plo CSQ-CFP, cuando CSQ-YFP se encuentre en cercanía porque se está formando el

polímero se pueda detectar esta señal por medio del FRET. Para estudiar la depedencia

del polímero a Ca2+ se realizaría este experimento a diferentes concentraciones de Ca2+.

Además, lo interesante sería poder demostrar que la activación del RyR es capaz de des-

hacer el polímero de CSQ, al reducir la señal de FRET una vez que se aplica cafeína.

10.2. Modulación del Wujo de Ca2+ del RS hacia el citoplasma

En la sección 8.5 se presentó el curso temporal de los Wujos de Ca2+ J1, J2 y J3 tanto

del modelo CE como del modelo CbD. De ese análisis se pudo observar que en el modelo

CbD el Wujo J2 que corresponde al transporte de Ca2+ del RS al citoplasma regresa a su

valor de estado estacionario una vez que cesa el estímulo de cafeína. Esto es así porque el

Wujo J2 es dependiente de [Ca2+]RS . El resultado de esto es que la ganacia neta por parte

del RS es mínima. Una posible acción a considerar en el futuro es modiVcar la expresión

del Wujo J2 en el modelo CbD. Esto es, para aumentar la ganancia neta del RS una vez

que ha terminado el estímulo de cafeína, se tendría que agregar una condición dónde

se mantuviera el Wujo J2 igualado a cero hasta que la concentración total de Ca2+ en el

retículo regrese a su condición inicial. Es decir, el Wujo J2 tendría que estar regulado por
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la concentración de Ca2+ total y no por la concentración libre de Ca2+ luminal. Cómo

resultado produciríamos una ganancia neta en el retículo.
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Apéndices

A. Deducción de la expresión de la probabilidad de aper-

tura del RyR

Se ha reportado que la probabilidad de apertura (Po por sus siglas en inglés) incre-

menta cuando los iones de Ca2+ se unen del lado citoplásmico del receptor; un proceso

que es conocido como liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR por sus siglás en

inglés) [26, 27, 70]. Hay que mencionar, además que en este trabajo se ha usado cafeína

[Caf] para incrementar la aVnidad de los RyRs por Ca2+, de forma tal que los receptores

se abren cuando el Ca2+ se encuentra a niveles basales [28]. Con el objetivo de obtener la

expresión de la probabilidad de apertura del RyR propusimos que cada una de las cuatro

subunidades del receptor tiene sitios de unión a Ca2+ y a cafeína y que éstas molécu-

las interactúan cooperativamente (kF ) cuando están unidas. Así mismo se deVnieron los

siguientes estados para una subunidad (S2) del RyR: S2 es el estado cuando los dos sitios

de la subunidad del RyR se encuentran libres, no hay ni Ca2+ ni cafeína; S2Ca es el es-

tado en el cual la subunidad está unida a Ca2+ y el otro sitio se encuentra libre; S2Caf

es el estado en el cual la subunidad está unida a cafeína y el otro sitio se encuentra libre;

S2CaCaf es el estado en el cual la subunidad está unida tanto a Ca2+ como a cafeína. Las

reacciones que describen las transiciones entre estos estados se muestan a continuación:

[S2] + [Ca2+]i
kC−−⇀↽−−
k−C

[S2Ca],

[S2Ca] + [Caf ]
kF kF ′

−−−⇀↽−−−
k
−F ′

[S2CaCaf ],

[S2] + [Caf ]
kF ′

−−−⇀↽−−−
k
−F ′

[S2Caf ],

[S2Caf ] + [Ca2+]i
kF kC−−−⇀↽−−−
k−C

[S2CaCaf ],
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dónde kC , k−C , kF ′ y k−F ′ son respectivamente las constantes de velocidad de asociación

y disociación de la subunidad del RyR con Ca2+ y cafeína. El parámetro kF denota la

cooperatividad entre Ca2+ y cafeína cuando están unidos a la subunidad del RyR. En

el equilibrio y utilizando la ley de acción de masas de la primera reacción se obtiene la

ecuación (40):

kC [S2][Ca2+]i = k−C [S2Ca]. (40)

De todas las reacciones, nos interesa saber cuando el Ca2+ esta unido a la subunidad

del RyR independientemente de si cafeína está no interaccinando con la subunidad del

RyR, por lo tanto de la ecuación (40) se despeja [S2Ca]

[S2Ca] =
kC

k−C

[S2][Ca2+]i

= [S2]
[Ca2+]i

KC
, (41)

dónde KC = k−C/kC es la constante de disociación de la subunidad del RyR y Ca2+.

En el equilibrio y utilizando la ley de acción de masas de la segunda reacción se tiene:

kFkF ′[S2Ca][Caf ] = k−F ′[S2CaCaf ]. (42)

Interesados en conocer la [S2CaCaf ] de la ecuación (42) y sustituyendo la expresión

de la ecuación (41) se obtiene:

[S2CaCaf ] = kF
kF ′

k−F ′

[S2Ca][Caf ]

= kF
[S2Ca][Caf ]

KF

= kF [S2]
[Ca2+]i

KC

[Caf ]

KF

, (43)

dónde KF = k−F ′/k′F es la constante de disociación de la subunidad del RyR con

cafeína. En el equilibrio y utilizando la ley de acción de masas de la tercera reacción se

obtiene la ecuación (44):
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kF ′[S2][Caf ] = k−F ′[S2Caf ]. (44)

Interesados en conocer la [S2Caf ] de la ecuación (44) se obtiene

[S2Caf ] =
kF ′

k−F ′

[S2][Caf ]

= [S2]
[Caf ]

KF
. (45)

En el equilibrio y utilizando la ley de acción de masas de la cuarta reacción se obtiene

la ecuación (46):

kFkC [S2Caf ][Ca2+]i = k−C [S2CaCaf ]. (46)

Interesados en conocer la [S2Caf ] de la ecuación (46) se obtiene la ecuación (47)

[S2CaCaf ] = kF
kC

k−C

[S2Caf ][Ca2+]i

= kF [S2Caf ]
[Ca2+]i

KC

= kF [S2]
[Caf ]

KF

[Ca2+]i
KC

. (47)

Por ley de conservación de la materia, la concentración total de la subunidad del RyR

[S]2T estará determinada por:

[S2]T = [S2] + [S2Ca] + [S2Caf ] + [S2CaCaf ]. (48)

Sustituyendo las ecuaciones (41), (45) y (47) en (48), se obtiene la ecuación (49):

[S2]T = [S2] + [S2]
[Ca2+]i

KC
+ [S2]

[Caf ]

KF
+ kF [S2]

[Caf ]

KF

[Ca2+]i
KC

. (49)

Si se desea conocer la probabilidad de que haya Ca2+ unido a un sitio de la subunidad

independientemente del estado del sitio de unión a cafeína se obtiene:
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[S2Ca] + [S2CaCaf ]

[S2]T
=

[S2]
[Ca2+]i

KC
+ kF [S2]

[Caf ]
KF

[Ca2+]i
KC

[S2] + [S2]
[Ca2+]i

KC
+ [S2]

[Caf ]
KF

+ m[S2]
[Caf ]
KF

[Ca2+]i
KC

=

[Ca2+]i
KC

+ kF
[Caf ]
KF

[Ca2+]i
KC

1 + [Ca2+]i
KC

+ [Caf ]
KF

+ kF
[Caf ]
KF

[Ca2+]i
KC

=

[Ca2+]i
KC

(1 + kF
[Caf ]
KF

)

1 + [Ca2+]i
KC

(1 + kF
[Caf ]
KF

) + [Caf ]
KF

. (50)

Si proponemos que kF > 1, [Caf ]/KF � 1 y kf = kF/KF y los utilizamos en la

ecuación (50) obtenemos la ecuación (51):

Po =
[S2Ca] + [S2CaCaf ]

[S2]T
=

[Ca2+]i(1 + kf [Caf ])

KC + [Ca2+]i(1 + kf [Caf ])
. (51)

Considerando que el Ca2+ necesita estar unido a todas las subunidades para inducir

la apertura del RyR y además que hay cooperatividad entre las subunidades [73], la

probabilidad de apertura puede ser reescrita como la ecuación (52):

Po =
[[Ca2+]i(1 + kf [Caf ])]nf

K
nf

C + [[Ca2+]i(1 + kf [Caf ])]nf
, (52)

dónde nf es un coeVciente de Hill. Con el propósito de conocer cómo se comporta la

Po con respecto a Ca2+ en presencia y ausencia de cafeína utilizamos la ecuación (52) y

observamos su comportameinto. En la Figura 39 muestra la probabilidad de apertura Po

del RyR en presencia de Ca2+ (línea azul) y de Ca2+ con una concentración de cafeína

de 20 mM (línea roja). Note que en presencia de cafeína la concentración de Ca2+ que se

requiere para alcanzar el 50 % de la Po del RyR es menor.
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Figura 39: La probabilidad de apertura del RyR como función de la concentración

de Ca2+. La curva fue generada en un rango de 1 nM a 1 mM de [Ca2+] y una concen-

tración de cafeína de 20 mM. Los valores de parámetros utilizamos son los siguientes: nf

= 1.8, KC=945 nM, kf=4.
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B. Análisis de estabilidad de los dos modelos

Este apéndice esta dedicado a la simulación de las trayectorias de los sistemas de

EDO tanto del modelo CE como del modelo CbD. A través de estas trayectorias nosotros

podemos obtener información cualitativa acerca del comportamiento del sistema.

En las Figuras 40 y 41 se muestra el plano fase tanto del modelo CE como del modelo

CbD, en el intervalo comprendido entre 6.75-8.25 µM para la [Ca2+]T i y entre 1.48-1.81

mM para la [Ca2+]TRS .

Utilizando el software XPPAUT obtuvimos las nullclines (líneas punteadas) para am-

bos modelos. Las nullclines son las curvas obtenidas cuando d[Ca2+]T i/dt=0 y d[Ca2+]TRS /dt=0.

La intersección de ambas nullclines es un punto de equilibrio. El cual para ambos sis-

temas corresponde al punto (7.5 µM, 1.65 mM). Las trayectorias fueron obtenidas al

variar las condiciones iniciales (± 10 % del punto de equilibrio). Los eigenvalores corres-

pondientes al punto de equilibrio para el modelo CE son λ1 =-0.3659 y λ2=0.07302 y

para el modelo CbD λ1 =-0.3542 y λ2=7.3967e-5.

Los eigenvalores del sistema guardan una estrecha relación con los puntos Vjos ya

que determinan la forma en que las trayectorias interactúan con el punto de equilibrio.

En este sentido, el punto de equilibrio (7.5 µM, 1.65 mM) es un nodo. Es decir, este es un

punto tal que en sus proximidades todas las trayectorias entran a él. Es asintóticamente

estable si las trayectorias están direccionadas al punto lo que sucede si los eigenvalores

son reales, negativos y distintos entre si. De aqui que para ambos modelos, el punto de

equilibrio es asintóticamente estable.
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Figura 40: Plano fase del modelo CE. La gráVca muestra las trayectorias solución

(líneas color verde) junto con las curvas isóclinas (nullcline) del sistema (líneas pun-

teadas).
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Figura 41: Plano fase del modelo CbD.La gráVca muestra las trayectorias solución

(líneas color verde) junto con las curvas isóclinas (nullcline) del sistema (líneas pun-

teadas).
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C. Valores de los parámetros

Parámetro 20 mM de cafeínaa 2 mM de cafeína TG+20 mM de cafeína

a 35 s−1 35 s−1 35 s−1

b 72.2 s−1 72.2 s−1 72.2 s−1

c 11.25 µM/s 11.25 µM/s 11.25 µM/s

[Ca2+]i 75 nM 75 nM 75 nM

γ 1-10 % 1-10 % 1-10 %

nv 1.7 1.7 1.7

Ks 300 nM 300 nM 300 nM

ns 2 2 2

β 100 100 100

nF 1.8 1.8 1.8

kf 4 mM−1 4 mM−1 0.3 mM−1

[Cafeína] 20 mM 2 mM 20 mM

[Ca2+]TRS 1.65 mM 1.65 mM 0.75 mM

[Ca2+] RS 150 µM 150 µM 150 µM

KR 151.1 µM 151.1 µM 151.1 µM

Tapsigargina 0 0 1

Calsecuestrina 10 10 4

Tabla 1: Valores de los parámetros. La tabla muestra los valores de los parámetros

utilizados para generar las simulaciones de variabilidad celular de los transitorios de la

[Ca2+]i para las condiciones control (20 mM de cafeína), baja concentración de cafeína

(2 mM) y la inhibición de la bomba SERCA con tapsigargina. La descripción de los

parámetros se puede encontrar en la sección 7.3.

aa=60 s−1, b=65 s−1 y c=0.75 µM/s para el transitorio de Ca2+ de la Figura 26
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Abstract
The process of Ca2+ release from sarcoplasmic reticulum (SR) comprises 4 phases in smooth

muscle cells. Phase 1 is characterized by a large increase of the intracellular Ca2+ concentra-

tion ([Ca2+]i) with a minimal reduction of the free luminal SR [Ca2+] ([Ca2+]FSR). Importantly,

active SRCa2+ ATPases (SERCA pumps) are necessary for phase 1 to occur. This situation

cannot be explained by the standard kinetics that involves a fixed amount of luminal Ca2+

binding sites. A newmathematical model was developed that assumes an increasing SR

Ca2+ buffering capacity in response to an increase of the luminal SR [Ca2+] that is called

Kinetics-on-Demand (KonD) model. This approach can explain both phase 1 and the refrac-

tory period associated with a recovered [Ca2+]FSR. Additionally, our data suggest that active

SERCA pumps are a requisite for KonD to be functional; otherwise luminal SR Ca2+ binding

proteins switch to standard kinetics. The importance of KonD Ca2+ binding properties is two-

fold: a more efficient Ca2+ release process and that [Ca2+]FSR and Ca2+-bound to SR proteins

([Ca2+]BSR) can be regulated separately allowing for Ca2+ release to occur (provided by Ca2+-

bound to luminal Ca2+ binding proteins) without an initial reduction of the [Ca2+]FSR.

Introduction
The main internal Ca2+ store is the sarcoplasmic reticulum (SR) in muscle cells and the endo-
plasmic reticulum (ER) in non-muscle cells. These membrane organelles are distributed
throughout the cell and are endowed with three main elements 1) SERCA pumps, 2) different
types of Ca2+ release channels [Ryanodine or inositol 1,4,5-trisphosphate receptors (RyRs and
IP3Rs, respectively)], and 3) luminal Ca2+-binding proteins (calsequestrin or calreticulin). All
these different types of proteins produce and modulate Ca2+ release events that can be either
localized in nature or traveling Ca2+ waves [1].
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SERCA pumps refill internal Ca2+ stores via ATP hydrolysis [2]. These ATPases are regu-
lated by the free luminal SR/ER [Ca2+] ([Ca2+]FSR) and by different type of proteins [3].
Although the role of SERCA pumps in Ca2+ refilling of SR stores is well established, there are
also data indicating that SERCA pumps facilitate Ca2+ release by a mechanism unrelated to
the replenishment of internal Ca2+ stores [4]. Ikemoto´s group has shown that activation of
RyRs produces an increase in the turnover rate of SERCA pumps before any reduction in the
[Ca2+]FSR [5]. Additionally, they have found that low concentrations of polylysine that activate
a small number of RyRs, can induce an initial increase in the luminal SR Ca2+ level [6] and acti-
vation of SERCA pumps [5,7]. In pancreatic acinar cells, it was shown that inhibition of
SERCA pumps with thapsigargin decreases the rate of Ca2+ release and eliminates [Ca2+]i gra-
dients before any reduction of the ER Ca2+ store [8]. More recently, it was reported that rapid
inhibition of SERCA pumps by UV-mediated uncaging of thapsigargin produces a significantly
slower Ca2+ wave in heart cells [9]. In HeLa cells, the rapid inhibition of SERCA pumps to
avoid any reduction of the [Ca2+]FSR, reduces the histamine-induced potentiation of IP3-
induced Ca2+ release [10]. In smooth muscle cells, thapsigargin decreases the amplitude and
the rate of rise of caffeine- and carbachol-induced [Ca2+]i responses [4,11]. Moreover, inhibi-
tion of SERCA pumps decreased the coordinated Ca2+ release process even in overloaded Ca2+

stores of smooth muscle cells [12]. Interestingly, there is also evidence that increased activity of
SERCA pumps enhances Ca2+ release. For instance, RGS2-/- knockout displayed facilitation in
the agonist-induced Ca2+ release, but due to increased expression of SERCA pump instead of
the expected, but absent, larger IP3 production [13]. Overexpression of β adrenoceptors
increases both SERCA pump activity and Ca2+ spark frequency in heart cells, in the absence of
an overloaded SR Ca2+ store [14]. Collectively, these data suggest that SERCA pumps play an
important role not only in refilling internal Ca2+ stores but also, in facilitating activation of
release channels.

SR and ER also contain a large variety of proteins that bind Ca2+ with low affinity and high
capacity, for instance calsequestrin and calreticulin. Interestingly, the Ca2+ buffer capacity of
calsequestrin increases with the degree of polymerization, from monomer to dimer and to
polymer [15]. These characteristics of calsequestrin suggest a possible explanation for the
observation that SR and ER are able to supply large quantities of Ca2+ with minimal reductions
in the [Ca2+]FSR [11,16–19] i.e. the transition from dimer to monomer, for instance, releases a
large quantity of Ca2+ with minimal modification of the [Ca2+]FSR [15]. The presence of these
concealed sources of Ca2+ is evident in cardiac cells as well, because the overexpression of calse-
questrin containing a point mutation (CASQ2R33Q) produces Ca2+ sparks of larger amplitude,
although the SR seems to be partially depleted because a reduced resting [Ca2+]FSR is observed
[20]. Additionally, the reduction in the [Ca2+]FSR is similar for the smaller Ca2+ sparks than for
the larger Ca2+ waves [17]. All these data imply that the change in [Ca2+]FSR cannot be corre-
lated with the total amount of Ca2+ released by the SR so we have hypothesized that there is a
concealed source of luminal Ca2+ for release channels [16].

Since it is not feasible yet to look simultaneously at both [Ca2+]FSR and the amount of Ca2+-
bound to luminal proteins ([Ca2+]BSR), to test this hypothesis a simple deterministic mathe-
matical model was developed, in order to understand how release channels (particularly RyRs),
luminal SR proteins and SERCA pumps work together to facilitate Ca2+ release in smooth mus-
cle cells. This new model suggests that luminal SR Ca2+ binding proteins are working different
to what it is commonly believed, since the number of apparent Ca2+ binding sites increases as a
function of the free luminal SR [Ca2+], this situation we have called Kinetics on Demand
(KonD), and requires active SERCA pumps to have an efficient Ca2+ release event.

Kinetics on Demand Ca2+ Release
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Materials and Methods

Ethics statement on animal use
All animal care and experimental procedures were performed in compliance with the Mexican
Official Norm for the Use and Care of Laboratory Animals (NOM-062-ZOO-1999) and the
protocol was approved by the local Ethics Committee on Animal Experimentation (CICUAL-
Cinvestav) with the reference number 0306–06 and renewed with the reference number
0131–15. Animals were bred and housed in Cinvestav Animal facility with clean air and con-
trolled both light and temperature. Food and water was given ad libitum. Precautions were
implemented to minimize animal use and reduce pain and distress.

Cell isolation and [Ca2+]i recordings
Male albino guinea pigs of 400 to 490g weight (all from Cinvestav animal facility) were killed
by decapitation followed by exsanguination. Single smooth muscle cells were isolated from
guinea pig urinary bladder and loaded with fura-2 to record [Ca2+]i as previously reported [4].
Simultaneous recording of the [Ca2+]i and the free luminal SR Ca2+ level ([Ca2+]FSR) in these
cells was carried out using fura-2 and Mag-Fluo-4, respectively; as previously described [16].
Ca2+ release was induced by application of 2 or 20 mM caffeine with a puffer pipette [4]. Inhi-
bition of SERCA pump with short pulses of thapsigargin was carried out as previously
described [4]. The development of the mathematical model is described below.

Model development
For the purpose of the present model we have considered that smooth muscle cells consist of
two compartments: the cytoplasm and the SR (S1 Fig), and [Ca2+]Ti and [Ca

2+]TSR represent
the total [Ca2+] in the respective compartments. Let J1 be the Ca

2+ flux from the cytoplasm to
outside the cell together with all cytoplasmic Ca2+ removal mechanisms (except SERCA
pumps) that are involved in keeping a constant basal concentration of this ion, J2 be the Ca

2+

flux from the SR to the cytoplasm via RyRs present in the SR membrane, and J3 be the Ca
2+

flux from the cytoplasm to the SR via SERCA pumps located in the SR membrane. It follows
from these considerations that

d½Ca2þ�Ti
dt

¼ �J1 þ J2 � J3; ð1:1Þ

d½Ca2þ�TSR
dt

¼ J3 � J2
g

: ð1:2Þ

All fluxes have units of concentration/time which are referred to the volume of the cyto-
plasm. Accordingly, the factor γ denotes the volume ratio between the SR and the cytoplasm.

As indicated above, J1 considers all plasma membrane Ca2+ removal mechanisms and based
on the observation that this process has a first order kinetics, as shown by Guerrero et al. [21],
we have assumed that

J1 ¼ a
h
½Ca2þ�i � ½Ca2þ�i

i
; ð1:3Þ

where [Ca2+]i is the free cytoplasmic [Ca2+], while ½Ca2þ� i is the resting basal [Ca2+]i, and a is
the first order kinetic constant for this flux. We have assumed that no membrane potential
exists across the SR membrane [22], therefore the flux J2 is driven by the gradient of free Ca2+

Kinetics on Demand Ca2+ Release
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ions across this membrane:

J2 ¼ bgnvPoð½Ca2þ�i; ½Caff �Þ½½Ca2þ�FSR � ½Ca2þ�i�; ð1:4Þ

where b is a constant parameter proportional to the maximum [Ca2+] flow through a single
RyR, Po([Ca

2+]i,[Caff]) is the probability that a single RyR is open as a function of [Ca2+]i and
of the caffeine concentration ([Caff]) used to induce Ca2+ release from SR store, [Ca2+]FSR is
the concentration of free Ca2+ in the SR, and gnv is a proportionality constant for the number of
RyR based on γ being the volume ratio between SR and cytoplasm. SR appears to have a com-
plex fractal-like structure, hence its surface should scale with respect to the volume according
to a power law gnv , where nv is a parameter related to the SR fractal dimension [23]. Accord-
ingly, if we assume that the density of RyR on SR surface is constant, the number of these ion
channels results to be proportional to gnv .

Regarding J3 flux, we have modeled SERCA pump activity following Lyton et al. [24], and it
follows that:

J3 ¼ c
½Ca2þ�nsi

Kns
s þ ½Ca2þ�nsi

ð1:5Þ

with c representing the maximum Ca2+ flux through SERCA pumps, Ks the corresponding half
saturation constant, and ns a Hill coefficient.

In the cytoplasm, Ca2+ ions can be either free or bound to buffering proteins. By definition
Ca2+ buffer (β) is the ratio between the increment in Ca2+ bound to proteins and the increment
in free [Ca2+], so it follows that:

b ¼ D½Ca2þ�B
D½Ca2þ� : ð1:6Þ

Assuming infinitesimal small increments, Eq (1.6) can be solved by Eq (1.7).

b ¼ BTKD

½½Ca2þ� þ KD�2
; ð1:7Þ

where BT represents the total amount of Ca2+ binding sites with a dissociation constant KD.
However, this definition is rather impractical because is very difficult to determine the

amount of Ca2+ bound to proteins in a cell. However, it is rather easy to determine the total
amount of Ca2+ added to the cell [21], and then a new Ca2+ buffering capacity can be defined
as:

bT ¼ D½Ca2þ�T
D½Ca2þ� ; ð1:8Þ

and in this case, it turns out that Eq (1.8) is related to Eq (1.7) by the following:

bT ¼ bþ 1: ð1:9Þ

Interestingly, the cytoplasmic Ca2+ buffering of smooth muscle and chromaffin cells appears
to be constant [21,25]. We have modeled the relation between free and total cytoplasmic
[Ca2+] as:

D½Ca2þ�i ¼
D½Ca2þ�Ti

b
: ð1:10Þ

Kinetics on Demand Ca2+ Release
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Regarding the RyR open probability, it is known that it increases when Ca2+ ions bind this
channel on its cytoplasmic side, a process regarded as Ca2+ induced Ca2+ release (CICR),
which functions at low efficiency in smooth muscle cell [26]. In this work we have used caffeine
to increase the Ca2+ affinity of smooth muscle’s RyR so they open even when Ca2+ is at basal
level. To account for the above described phenomenon we have assumed that each of the four
subunits of RyR has binding sites for Ca2+ and caffeine, and these molecules interact coopera-
tively when they are bound. From this consideration and the assumption of chemical equilib-
rium, the probability that there is a Ca2+ ion bound to its corresponding binding site,
regardless of the state of the caffeine site is:

½Ca2þ�i
KC

þ kF
½Ca2þ�i
KC

½Caff �
KF

1þ ½Ca2þ�i
KC

þ ½Caff �
KF

þ kF
½Ca2þ�i
KC

½Caff �
KF

¼
½Ca2þ�i
KC

1þ kF
½Caff �
KF

� �

1þ ½Ca2þ�i
KC

1þ kF
½Caff �
KF

� �
þ ½Caff �

KF

;

where KC is the dissociation constant of RyR-Ca2+ complex, KF is the dissociation constant of
the RyR-caffeine complex, and kF> 1 accounts for the cooperativity between Ca2+ and caf-
feine. Under the assumption that [Caff]/KF � 1, the above expression can be rewritten as:

½Ca2þ�ið1þ kf ½Caff �Þ
KC þ ½Ca2þ�ið1þ kf ½Caff �Þ

;

with kf = kF / KF. Finally, considering that Ca
2+ needs to be bound to all four subunits in order

for the channel to open, and that there is a certain amount of cooperativity among subunits,
the RyR open probability can be written as [27]:

Poð½Ca2þ�i; ½Caff �Þ ¼
½½Ca2þ�ið1þ ½Caff �Þ�nF

KnF
C þ ½½Ca2þ�ið1þ kf ½Caff �Þ�nF

; ð1:11Þ

with nF being a Hill coefficient. The Ca2+ ion in the SR can be either free or bound to proteins.
Let P denote concentration of Ca2+ binding sites within the SR, and PC the concentration of

sites already occupied with Ca2+. Under the assumption of chemical equilibrium, it follows
that:

KR ¼
P½Ca2þ�FSR

PC

; ð1:12Þ

where KR is the corresponding dissociation constant of this protein P. Moreover, let PE denote
the concentration of Ca2+ binding sites in the absence of luminal Ca2+. Hence, it follows from
the assumption that the total number of Ca2+ binding sites remains constant that

P ¼ PE � PC: ð1:13Þ

By solving for PC from Eq (1.12) and Eq (1.13) we obtain

PC ¼ PE

½Ca2þ�FSR
KR þ ½Ca2þ�FSR

; ð1:14Þ

and because Ca2+ can only be free or bound then,

½Ca2þ�TSR ¼ ½Ca2þ�FSR þ PC: ð1:15Þ

Hence, by solving for [Ca2+]FSR from Eq (1.14) and Eq (1.15) we get the following expres-
sion for the concentration of free luminal Ca2+ in terms of the total Ca2+ concentration in the

Kinetics on Demand Ca2+ Release
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SR:

½Ca2þ�FSR ¼
1

2
xþ 1

2

ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi
x2 þ 4½Ca2þ�TSRKR

q
; ð1:16Þ

where ξ = [Ca2+]TSR − PE − KR. This is the classical approach for saturable kinetics (Standard
Kinetics, SK) because, as seen in Eq (1.13), the amount of free binding sites is depleted as the
amount of luminal Ca2+ increases and the available sites are bound. In this case the Ca2+ buffer
capacity can be estimated by Eq (1.7) (S2A Fig). This graph shows that β is a decreasing func-
tion of Ca2+ that approaches zero when Ca2+ >> KD. Nonetheless, this type of kinetics cannot
explain phase 1 of Ca2+ release observed in smooth muscle [11,16]. We have come to realize
that Ca2+ binding to calsequestrin shows an increase of Bmax as Ca

2+ was elevated (S3 Fig).
Based on fitting, previously published data [28], to binding curves with different values of Bmax.
We have observed that Bmax value increases as a function of the window of [Ca2+] that was
used to calculate the binding curve (S3 Fig). Base on this type of behavior, we have suggested a
new kinetic model called Kinetics on Demand (KonD). Additionally, there are data using X-
ray microanalysis showing that sections of the ER behave as if the buffering capacity is
extremely large [29] in combination with regions in which the free luminal SR [Ca2+] does not
change, a situation that might reflect the ability of luminal Ca2+ buffering proteins to have a
KonD type of Ca2+ binding. This observation is compatible with the assumption that new Ca2+

binding sites become apparent as the already available ones are bound to Ca2+. Since there is
no mathematical framework to model this type of behavior, we decided to test this new para-
digm by assuming that Eq (1.13) can be substituted with the following:

P ¼ PE þ PC: ð1:17Þ

If we take this new relation and repeat the procedure leading to Eq (1.16) we have obtained
the following expression relating the free and the total SR Ca2+ concentrations:

½Ca2þ�FSR ¼
1

2
x� 1

2

ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi
x2 � 4½Ca2þ�TSRKR

q
; ð1:18Þ

where ξ = [Ca2+]TSR + PE + KR.
Interestingly, this new type of kinetics displays a growing Ca2+ buffering capacity (S2B Fig),

as long as Ca2+ is below the dissociation constant because

b ¼ BTKD

½½Ca2þ� � KD�2
: ð1:19Þ

when Ca2+ is above KD then the buffering power is also a decreasing function as it is the case of
Standard Kinetics.

Parameter estimation
The parameters used in the model are shown in Table 1. These were obtained by adjusting data
using [Ca2+]i responses induced by 20 mM caffeine and by assuming that the amount of SR
responding to caffeine varied from cell to cell and was between 1 and 10% of the cell volume.

Kinetics on Demand Ca2+ Release
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Results

Ca2+ release from the SR involved four different phases in smooth
muscle cells
Simultaneous recordings of [Ca2+]i and [Ca

2+]FSR in smooth muscle cells have demonstrated
that activation of RyRs by caffeine induces a large increase in [Ca2+]i before any reduction of
the [Ca2+]FSR (phase 1), which is followed by a large reduction of [Ca2+]FSR and a plateau of the
[Ca2+]i increase (phase 2). Additionally, it was found that rapid inhibition of SERCA pump
reduces both the amplitude and the rate of rise of the caffeine-induced [Ca2+]i response
[4,11,16]. Fig 1A shows the effect of 5-sec stimulation with caffeine on the simultaneous
recording of the [Ca2+]i (upper trace) and the [Ca

2+]FSR (middle trace) before and after the
inhibition of SERCA pumps with thapsigargin. Application with a second puffer pipette of
10 μM thapsigargin for 5 sec was enough to inhibit completely the recovery of the [Ca2+]FSR
after terminating the second application of caffeine (Fig 1A). This effect agrees with, the
already described, irreversible inhibitory action of thapsigargin on SERCA pump activity [4].
Fig 1B blue line indicates those four phases of Ca2+ release for data shown in Fig 1A in the
absence of thapsigargin. The effect of inhibiting SERCA pumps with thapsigargin on the phase
diagram is shown in Fig 1B (green line). Interestingly, phase 1 and 2 are fused together in a sin-
gle phase showing now a linear correlation between the reduction in the [Ca2+]FSR and the
diminished increase in the [Ca2+]i response.

Kinetics on demand model fitted the caffeine-induced Ca2+ release
To get an insight on how SERCA pumps might control SR Ca2+ release in smooth muscle cells
we have developed a simple deterministic mathematical model based on the [Ca2+]i response
to two different caffeine concentrations (2 and 20 mM) and the effect of rapid inhibition of
SERCA pump with thapsigargin on the 20 mM caffeine-induced [Ca2+]i response. The

Table 1. Parameters used for KonDmathematical model simulation of variability of [Ca2+]i responses to caffeine for control condition (20 mM caf-
feine), lower caffeine (2 mM) and inhibited SERCA pumpwith thapsigargin. All parameters values were the same as those obtained with 20mM caf-
feine-induced [Ca2+]i response except where indicated with bold letters. The description of parameters can be found in Supporting Information (S1 Text).

Parameters 20 mM caffeine 2 mM caffeine Thapsigargin + 20 mM caffeine

a 35 s-1 35 s-1 35 s-1

b 72.2 s-1 72.2 s-1 72.2 s-1

c 11.25 μM/s 11.25 μM/s 11.25 μM/s

[Ca2+]i 75 nM 75 nM 75 nM

γ 1–10% 1–10% 1–10%

nv 1.7 1.7 1.7

Ks 300 nM 300 nM 300 nM

ns 2 2 2

β 100 100 100

nF 1.8 1.8 1.8

kf 4 mM-1 4 mM-1 0.3 mM-1

[Caffeine] 20 mM 2 mM 20 mM

[Ca2+]TSR 1.65 mM 1.65 mM 0.75 mM

[Ca2+]FSR 150 μM 150 μM 150 μM

KR 151.5 μM 151.5 μM 151.5 μM

Thapsigargin 0 0 1

Calsequestrin 10 10 4

doi:10.1371/journal.pone.0138195.t001
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mathematical model is based on a new concept named Kinetics-on-Demand (KonD), where
Ca2+-binding sites of SR Ca2+-binding proteins are an increasing function of [Ca2+] (see Model
development). RyRs were modeled as homotetrameric channels activated by Ca2+ and caffeine.
Application of 20 mM caffeine with a puffer pipette to freshly isolated smooth muscle cells
loaded with Fura-2 produced a transient [Ca2+]i response with large variability in the ampli-
tude, the rate of rise and the time to peak. Our mathematical model was able to reproduce this
variability by assuming that the SR volume responding to caffeine varied between 1 and 10% of
cell volume. The values for the rest of the parameters are shown in Table 1 and were deter-
mined using those that fitted [Ca2+]i responses induced by 20 mM caffeine. Fig 2A shows the
relationship between the amplitude of 20 mM caffeine-induced [Ca2+]i responses and the

Fig 1. Caffeine-induced Ca2+ release involves four phases that require active SERCA pumps in smoothmuscle cells. Single freshly isolated smooth
muscle cells from guinea pig urinary bladder were loaded with both fura-2 and Mag-Fluo-4 to measure [Ca2+]i and [Ca2+]FSR, respectively. (A) Caffeine
application (20 mMwith a puffer pipette for 5 seconds) induced a transient increase of the [Ca2+]i and a transient reduction of the [Ca2+]FSR. Inhibition of
SERCA pumps with thapsigargin reduced both the amplitude and the rate of [Ca2+]i response; however, (B) close examination of these responses show that
caffeine induced an increase in the [Ca2+]i before any reduction of the [Ca2+]FSR (phase 1) followed by a sharp reduction in the [Ca2+]FSR without any effect on
the [Ca2+]i (phase 2). Interestingly, the inhibition of SERCA pumps with thapsigargin fused phase1 and phase 2 in a linear reduction of the [Ca2+]FSR
associated with a smaller increase of the [Ca2+]i. Ca

2+ recording were carried out as previously described (10).

doi:10.1371/journal.pone.0138195.g001
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corresponding maximal rate of rise for 66 different cells and how the model fitted this relation-
ship by varying the fraction of responding SR volume (blue line). The KonD model was also
able to reproduce the relation between the peak rate of rise and the rise time of the caffeine-
induced [Ca2+]i responses (Fig 2B). This model was used also to simulate the time course of
caffeine-induced [Ca2+]i response (Fig 2C, blue line) together with the changes in the [Ca2+]FSR
(Fig 2C, green line).

To assess the robustness of our mathematical model, we used the parameters found for fit-
ting 20 mM-caffeine induced [Ca2+]i responses to model the responses obtained with 2 mM
caffeine. In this case the same parameters shown in Table 1 were used, except for the concen-
tration of caffeine. The application of 2 mM caffeine produced on average smaller and slower
[Ca2+]i responses that were reproduced by the KonD model. There were also good fittings
between the maximal rate of [Ca2+]i rise and either the peak [Ca

2+]i response (Fig 3A) or the
rise time (Fig 3B). These parameters also fitted the time course of the 2 mM caffeine-induced
[Ca2+]i response (Fig 3C, blue line) and show the time-course for the reduction of the [Ca2+]FSR
(Fig 3C, green line). These results with 2 mM caffeine suggest that the KonD model is robust

Fig 2. [Ca2+]i responses induced by 20mM caffeine and their fitting by KonDmodel. (A) Variability of the amplitude and the rate of rise of caffeine-
induced [Ca2+]i responses for 66 different cells and the fitting by KonDmodel (blue line) of these responses. (B) Same responses as shown in (A) but
comparing the time to peak and the rate of rise that was fitted by the model. (C) Time course of the [Ca2+]i response (open circles) fitted by the model (blue
line) and the reduction in [Ca2+]FSR predicted by the KonDmodel (green line).

doi:10.1371/journal.pone.0138195.g002
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enough to evaluate which parameters play a role in the SERCA-inhibited [Ca2+]i responses
induced by caffeine.

Inhibition of SERCA Ca2+ pumps changed caffeine-induced Ca2+

release from KonDmodel to SK model
Application of thapsigargin (10 μM) with a second puffer pipette for 5 seconds and 30 seconds
before the application of caffeine resulted, as expected, in smaller (Fig 4A) and slower (Fig 4B)
[Ca2+]i responses. In this case the reduction in the [Ca2+]FSR occurred at a higher rate than
when SERCA pumps are active and yet, the [Ca2+]i response was both smaller and slower
(Fig 4C, green line).

The phase diagram displayed in Fig 1B shows that inhibition of SERCA pump combined
phases 1 and 2 resulting now in a linear relation between the increase in the [Ca2+]i and the
reduction of the [Ca2+]FSR. We have used KonD model to determine which parameters need
to be changed to reproduce the effect of thapsigargin. This exercise is shown in Fig 5. Where

Fig 3. [Ca2+]i responses induced by 2mM caffeine and their fitting by KonDmodel. (A) Variability of the amplitude and rate of rise of the caffeine-
induced [Ca2+]i responses for 49 different cells and the fitting by KonDmodel (blue line) of these responses. (B) Comparison of the rise time vs rate of rise for
the same [Ca2+]i responses and fitting by KonDmodel (blue line). (C) Time course for both [Ca2+]i and KonDmodel (blue line) together with the [Ca2+]FSR
response derived from the model (green line).

doi:10.1371/journal.pone.0138195.g003
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Fig 5A is the [Ca2+]i responses to the application of 20 mM caffeine where indicated, while
Fig 5B corresponds to the [Ca2+]FSR and Fig 5C shows the total SR [Ca2+] ([Ca2+]TSR) which
corresponds to the sum of both [Ca2+]BSR and [Ca

2+]FSR. The complete inhibition of SERCA
pump by itself did not importantly alter (red line) the [Ca2+]i response to the application of
20 mM caffeine (Fig 5A, blue line) but as expected, completely eliminated the recovery of
[Ca2+]FSR after caffeine application (Fig 5B, red line). However, we observed a significant
reduction in the caffeine-induced [Ca2+]i response by changing the way that luminal Ca2+-
binding proteins interact with Ca2+ by using now SK condition instead of KonD (Fig 5A, green
line). Interestingly, the main difference is that the delay for the reduction in the [Ca2+]FSR has
disappeared (Fig 5B, green line) and although the total amount of Ca2+ released by the SR is
the same in both conditions; in the SK condition occurs at a slower rate than at KonD (Fig 5C,
green line vs blue line). This slower kinetics of Ca2+ release increased the effect of cytoplasmic
Ca2+ removal mechanisms on the [Ca2+]i response. The effect of thapsigargin on caffeine-
induced [Ca2+]i response is a reduction of both the peak amplitude and the rate of rise. While

Fig 4. Effect of SERCA pump inhibition by thapsigargin on 20 mM caffeine-induced [Ca2+]i responses. (A) [Ca
2+]i responses of 12 different cells that

were exposed to thapsigargin for 5 seconds, 30 seconds before the application of caffeine, were smaller in amplitude and slower and (B) with a larger rise
time. The mathematical model fitted this relationship but only after switching from KonDmodel to SKmodel (blue lines). (C) Time course of the [Ca2+]i
response to 20 mM caffeine from a cell that had been previously exposed to thapsigargin together with fitting by modified SK model (blue line) and the
resulting reduction in the [Ca2+]SR from this model (green line). Notice there was no recovery of the [Ca2+]FSR as expected for inhibited SERCA pumps.

doi:10.1371/journal.pone.0138195.g004
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the former was accomplished by switching from KonD to SK, the latter required a reduction of
both kf parameter (see Model development) and the amount of luminal Ca2+ binding proteins
involved during Ca2+ release (Fig 5A, solid line). Since the time taken by thapsigargin to pro-
duce these two effects is rather short, we think that the concentration of luminal Ca2+ binding
proteins is not modified and instead there is a reduction in the number of RyRs that are cou-
pled to the luminal Ca2+-binding proteins and responding to caffeine. This situation effectively
reduces the amplitude of the caffeine-induced [Ca2+]i response without any reduction of the
[Ca2+]TSR. However, to achieve this effect in our model we decided to reduce the [Ca2+]TSR to
fit the recorded data (Fig 5C solid line).

The KonD model can reproduce the four phases of Ca2+ release, particularly the transition
from phase 1 to phase 2 (Fig 6A, blue line). Importantly, switching from KonD to SK showed
that phase 1 and 2 disappeared and resulted now in a linear relationship between the [Ca2+]FSR
and the [Ca2+]i (Fig 6A, red line). Comparison between the [Ca2+]FSR and [Ca

2+]TSR clarifies
why KonD condition is more efficient in increasing [Ca2+]i than SK. In KonD the Ca2+ sup-
plied to the cytoplasm comes mainly from Ca2+ bound to proteins with minimal reduction in
the [Ca2+]FSR (Fig 6B, blue line) while in the SK situation happens exactly the opposite (Fig 6B,
red line). This is very important because explains why the [Ca2+]FSR does not correlate with the
supply of Ca2+ to the cytoplasm. Additionally, our mathematical model suggests that SERCA
pump modulates the number of release channels coupled to luminal Ca2+ binding proteins,
such that inhibition of SERCA can produce also a reduction of the amplitude of Ca2+ response
by decreasing the number of luminal Ca2+ binding proteins participating in Ca2+ release
response (Fig 6B, green line).

KonDmodel explained the refractory period associated with the
recovery of [Ca2+]FSR after caffeine-induced Ca2+ release
The activation of ryanodine receptors by a saturating concentration of caffeine produced a
transient increase in the [Ca2+]i due to Ca

2+ release from the SR. The application of a second
pulse of caffeine just 30 seconds after the first pulse, produced a significantly smaller transient
[Ca2+]i response of only 20% in amplitude [21]. A straightforward explanation would be that
the SR Ca2+ store did not have enough time to recover after caffeine-induced Ca2+ release.
However, the recorded [Ca2+]FSR shows that this time of 30 seconds was enough to reach the
initial level of the [Ca2+]FSR [4,11]. This is a paradox because the SK condition says that recov-
ery of the free luminal [Ca2+] implies the complete recovery of total SR [Ca2+], which in turn
should generate a [Ca2+]i response of similar amplitude to the one produced by the first appli-
cation of caffeine. Fig 7 shows the fitting by either the KonD model (red line) or the SK model
(green line) of the simultaneous recording (blue line) of both the [Ca2+]i (upper traces) and the
changes in the free luminal SR [Ca2+] (lower traces) in response to the dual application of satu-
rating concentrations of caffeine (middle trace). The parameters used here are exactly the same
to those shown in Table 1 and employed for fitting the response to 20 mM caffeine shown in
Fig 2 except, that here, the ratio between the SR and the cytoplasm was modify to fit the ampli-
tude of the caffeine-induced [Ca2+]i response. The same parameters were used for the SK

Fig 5. Inhibition of SERCA pump switches Ca2+ release from KonD condition to SK situation. The control response to application of 20 mM caffeine
using KonDmodel is shown for (A) [Ca2+]i, (B) [Ca

2+]FSR and (C) [Ca2+]TSR (blue lines). Inhibition of SERCA pump with thapsigargin (B, C, red line) impaired
recovery of [Ca2+]FSR but did not alter the [Ca2+]i response (A, red line). Switching from KonD to SK significantly reduced the amplitude of the [Ca2+]i (A, green
line) because decreased the reduction of [Ca2+]TSR (C, green line) although accelerated the reduction of the [Ca2+]FSR (B, green line). To reduce both the
amplitude and the rate of rise, it was reduced the number of release channels involved (kf, magenta line) and accordingly we have to reduce also the amount
of luminal Ca2+ binding proteins involved (LCBC, solid line). Caffeine was present for a period of 5 seconds to activate RyRs beginning at the time point of 10
seconds as indicated by the dashed bar.

doi:10.1371/journal.pone.0138195.g005
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model. Since caffeine released the same amount of Ca2+ from the SR for both models, the
reduced amplitude of the [Ca2+]i response seen with the standard model was due to the compe-
tition for Ca2+ between the luminal SR Ca2+ binding proteins and the release channels, a situa-
tion that is not observed in the KonD model as demonstrated in Fig 6. Since the SK model does
not have phase 1, the reduction in the luminal SR [Ca2+] slightly precedes the recorded

Fig 6. KonDmodel reproduces phase diagram of Ca2+ release. (A) KonDmodel reproduces phase
diagram seen in caffeine-induced Ca2+ release (blue line) and this is altered by inhibiting SERCA pump and
switching to SK condition (red line). Reducing the number of RyRs participating and the amount of luminal
Ca2+-binding proteins (LCBC) reduces even further the amplitude of the [Ca2+]i response but with a similar
phase diagram (green line) that compares very well with experimental data (Fig 1). (B) KonD condition
generated a luminal Ca2+ buffering power curve with a positive curvature as has been observed in skeletal
muscle (blue line). This explains a large supply of Ca2+ to the cytoplasm (due to a large reduction in the
[Ca2+]TSR with minimal reduction of the [Ca2+]FSR). Switching to SK condition generated a negative curvature
that means a larger reduction in the [Ca2+]FSR but a much smaller reduction of the [Ca2+]TSR (red line) and
accordingly a smaller increase in the [Ca2+]i. Reducing the amount of luminal SR Ca2+ binding protein
participating in response to caffeine decreased the total amount of Ca2+ supplied by SR (green line).

doi:10.1371/journal.pone.0138195.g006
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reduction of the luminal SR [Ca2+]. On the other hand, KonD model shows an exaggerated
phase 1. Interestingly, the KonD model shows a rapid recovery of the free luminal SR [Ca2+]
that does not involve the recovery of the total SR [Ca2+] (see Fig 5) while in the SK model, since
these two parameters go together; there is only a minimal recovery of the [Ca2+]FSR. This result
is also true even when using parameters that best fit the caffeine-induced [Ca2+]i response (S4
Fig). This discrepancy between these two models, allows KonD model to explain the apparent
paradox of having a recovered free luminal SR [Ca2+] with a still reduced total SR [Ca2+]. It
appears then that KonD describes much better how the SR luminal Ca2+ binding proteins
behave during caffeine-induced Ca2+ release in smooth muscle cells.

Fig 7. Refractory [Ca2+]i response to the application of caffeine. A set of experimental results (blue line)
of simultaneous recording of [Ca2+]i (upper trace) and SR Ca2+ levels (bottom trace) in response to the
application of two pulses of caffeine (middle trace) are presented. Notice that by 30 s after the first application
of caffeine both [Ca2+]i and SR Ca2+ levels have recovered to resting levels. A second application of caffeine
produce the same response in the SR Ca2+ with minimal effect on the [Ca2+]i. The numerical simulations of
KonDmodel (red line) and SK model (green line) are also shown. The simulation for both models was
calculated by solving numerically the differential equations with the parameters shown in Table 1 for 20mM of
caffeine with parameter gamma equals to 2.54%. Changing parameter gamma helps SKmodel to fit the
caffeine-induced [Ca2+]i transient but does not show the same time course for the recovery of the [Ca2+]FSR
(S4 Fig).

doi:10.1371/journal.pone.0138195.g007
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Discussion

New Ca2+ binding kinetic model based on how calsequestrin binds Ca2+

A deterministic mathematical model has been developed to simulate Ca2+ release from the SR
and the role of SERCA pump in facilitating this release. The main contribution of this model is
the realization that experimental data cannot be fitted using the SK condition for Ca2+ binding
to proteins. We have assumed a new type of kinetics, KonD, where the number of Ca2+ binding
sites increases in response to the binding of Ca2+ and the opposite happens when there is a
reduction of the [Ca2+] (S3 Fig). This idea is supported by the work done with calsequestrin
[15], where our own analysis of their Ca2+ binding data suggest that Bmax (the total amount of
Ca2+ binding sites) increases as [Ca2+] is increased, i.e. Bmax = 22 in the range of 0 to 0.5 mM
[Ca2+], and goes to 40 between 0.5 and 3 mM [Ca2+], Bmax increases to 65 for the range of 3 to
7 mM [Ca2+] and increases again to 79 from 7 to 20 mM [Ca2+] (see Supporting Information).
Moreover, it has been shown that this increase in Bmax requires protein oligomerization
because using a calsequestrin mutant incapable of aggregation shows a saturable constant Bmax

of 22 all the way to 20 mM [Ca2+] [15] (S2 Fig) Additionally, the use of energy-dispersive X-
ray microanalysis to determine Ca2+ storage in the ER of pyramidal neurons show that certain
regions of the ER can accumulate Ca2+ in the excess of 100 mM/Kg of dry weight, more impor-
tantly, these regions are in continuity with regions of the ER that do not accumulate Ca2+, this
implies that the buffering regions of the ER are not in equilibrium with the non-buffering
regions of the ER since the former can accumulate large amounts of Ca2+ without any change
in the total amount of Ca2+ of the nearby non-buffering regions of the ER [29].

Caffeine-induced Ca2+ release by smooth muscle involves four phases
that are reproduced by KonDmodel
One key element that the model needed to reproduce is the phase 1 observed during SR Ca2+

release and the transition from phase1 to phase 2. Phase 1 represents a condition of a very high
Ca2+ buffer capacity since there are large changes in the [Ca2+]i with non-existent (particularly
for IP3Rs, [11]) or minimal reduction in the [Ca2+]FSR which is followed by phase 2 character-
ized by an abrupt reduction of the luminal Ca2+ buffering capacity, because there is a large
reduction of the [Ca2+]FSR with a minimal effect on the [Ca2+]i. These two phases and the tran-
sition between them cannot be reproduced using SK condition of Ca2+ binding proteins, i.e. a
condition where there is a fixed number of Ca2+ binding sites that reach saturation on increas-
ing the [Ca2+]. Interestingly, in skeletal muscle, a transition between phase 1 and phase 2 also
produces an SR titration curve with a positive curvature instead of the negative curvature that
is expected from the SK condition [30]. However, in this situation it has been argued that there
is an increase of the Ca2+ binding cooperativity of the luminal SR proteins, which produces
positive curvature for the relationship between the [Ca2+]FSR and the [Ca

2+]TSR. The main dis-
advantage of this solution is that the higher the Hill coefficients, the smaller the window where
the luminal SR Ca2+ binding proteins can effectively buffer the luminal Ca2+. This goes in the
opposite direction to what has been described for both SR and ER in the sense that they have a
large Ca2+ buffering capacity [29]. Accordingly, our KonD condition can explain both an
increasing Ca2+ buffer capacity and an SR Ca2+ buffering curve with a positive curvature. Both
situations have been observed experimentally [11,16,30]. A very important difference between
SK situation and KonD condition that becomes evident in Fig 6, is that in SK the reduction of
the [Ca2+] increases the competition for free Ca2+ between the empty Ca2+ binding sites of the
luminal proteins and the release channel, while this is not the case with the KonD condition
because there is an obligatory reduction in the number of Ca2+ binding sites due to the
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reduction of the [Ca2+]FSR. Additionally, this situation also explains why phase 1 is character-
ized by a large increase in the [Ca2+]i with a minimal reduction of the [Ca2+]FSR. Actually, in
some cases it has been observed that elevation of the [Ca2+]i, due to Ca

2+ release from internal
stores, is associated with an increase in the luminal [Ca2+] [6,11,31,32]. Importantly, this is
basically impossible to achieve with the SK condition, but the KonD model will work, provided
that the number of release channels that are open is not too large. Indeed, Ikemoto described
how the activation of few RyRs in SR microsomes of skeletal muscle by low concentrations of
polylysine produces a transient increase in the luminal SR [Ca2+] and that this effect is not seen
when using saturating concentrations of polylysine [6]. This effect was due to the presence of
calsequestrin associated to the membrane of the microsomes [26]. Likewise, we have observed
that low concentrations of heparin, to partially inhibit IP3Rs, induced a transient increase in
the luminal [Ca2+]FSR in response to the activation of muscarinic receptors in the same type of
smooth muscle cell used in this work [11]. Interestingly, this partial inhibition of IP3Rs resulted
in larger, but short-lived, [Ca2+]i responses to carbachol in agreement with the situation that
the driving force for Ca2+ release was larger due to a higher luminal [Ca2+]SR but involved a
lower number of IP3Rs [11]. Later on, it has been shown that spontaneous, slow Ca2+ waves in
heart cells, unexpectedly associate with a simultaneous elevation of the [Ca2+]FSR; while the
coordinated activation by membrane depolarization of a larger number of RyRs shows the
expected reduction of the [Ca2+]FSR and the increase of the [Ca

2+]i [32]. We think that this
characteristic of RyRs and the fact that some RyRs are not associated with SR luminal Ca2+

binding proteins might explain why KonD model produces an exaggerated phase 1 for caf-
feine-induced Ca2+ release. Moreover, stimulation of Ca2+ release by activation of purinergic
receptors in globet cells showed a clear elevation of the luminal ER [Ca2+] before any increase
in the [Ca2+]i [31]. In this case it was suggested that K+ plays a key role as a counterion in Ca2+

release, a situation that has been already demonstrated since the Ca2+ release is strongly inhib-
ited in the absence of K+ [33]. Interestingly, HeLa cells incubated in the absence of external
[Ca2+] show a similar amplitude of the histamine-induced [Ca2+]i response whether the free
luminal ER [Ca2+] was either high or low [19]. These data suggest that release channels have
access to a Ca2+ source that is different to the free luminal [Ca2+], most likely the Ca2+ bound
to luminal ER Ca2+ binding proteins. Since globet and HeLa cells do not express calsequestrin,
these observations also imply that there are other luminal Ca2+ binding proteins that function
similarly to calsequestrin but in the ER. Actually, the double KO of calsequestrin did not inhibit
Ca2+ release in skeletal muscle [34].

KonDmodel explains the refractory period of Ca2+ release despite
normal luminal SR Ca2+ level
We have noticed that KonD model predicts a fast recovery of luminal [Ca2+]FSR and a much
slower recovery of the [Ca2+]TSR (compare solid line of Fig 5B versus 5C and see Fig 7). This
establishes a refractory period where there is recovery of [Ca2+]FSR but not of the [Ca

2+]TSR so a
second [Ca2+]i response would be greatly diminished [4,11,21,35]. The opposite situation
might happen where [Ca2+]FSR can be reduced by leak but not the Ca2+ bound to proteins [18].

It has been suggested that Ca2+ release from the luminal proteins is more an “active” process
than a “passive” one [6]. In other words, SK condition (which is a passive process) cannot
explain the transient increase in the luminal [Ca2+]. Additionally, Ikemoto proposes that Ca2+

release involves 3 stages: 1) conformational activation of release channels, 2) induction of Ca2+

release from the luminal proteins and the subsequent increase in the luminal [Ca2+] and 3)
opening of release channels and Ca2+ moving from the SR to the cytoplasm [5–7,36]. In this
regard, it has been described that a conserved glutamate in both RyRs and IP3Rs can function

Kinetics on Demand Ca2+ Release

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0138195 September 21, 2015 17 / 22



as a luminal Ca2+ sensor, where the increase in the luminal [Ca2+] would trigger the opening of
the release channel and allow Ca2+ movement to the cytoplasm [37].

Role of SERCA pumps in facilitating Ca2+ release
Inhibition of SERCA pumps reduces Ca2+ release and in general it has been assumed that this
is due to depletion of the internal Ca2+ stores. However, this is not always the case, in pancre-
atic acinar cells the inhibition of SERCA pumps resulted in a slower Ca2+ release and disap-
pearance of the Ca2+ gradients by a mechanism that does not involve the reduction of the
luminal ER [Ca2+] [8]. Additionally, SERCA pump activity potentiates histamine-induced
Ca2+ release in HeLa cells [10]. Rapid inhibition of SERCA pump in heart cells results in a
slower velocity of the Ca2+ wave without any reduction in the caffeine-sensitive store [9]. The
opposite is also true, increased activity of SERCA pump due to overexpression of adrenergic
receptors in heart cells results in higher and faster Ca2+ release in the absence of an increased
loading of SR Ca2+ store [14]. SERCA pump inhibition in guinea pig urinary bladder smooth
muscle cells results in a decreased amplitude and slower Ca2+ release for both RyRs and IP3Rs
[4], this was the case even when there is no reduction of the [Ca2+]FSR [4,11]. Collectively, these
data suggest that inhibition of SERCA pump slows Ca2+ release while its activation has the
opposite effect. However, there is no clear explanation for this effect of SERCA pump. Our
mathematical model suggest that inhibition of SERCA pump changes Ca2+ release from KonD
condition to the less efficient SK situation, so this might explain the slower Ca2+ release. Addi-
tionally, it appears that there is also a reduction in the number of the release channels partici-
pating (kf), so this might be the reason behind a lower amplitude of the [Ca2+]i transient.

Alternative models to KonD conditions
KonD condition is the simplest solution, we were able to visualize for an SR Ca2+ buffering
capacity with a positive curvature; however, although likely in the right direction might not be
the right solution. This is because another characteristic of SR Ca2+ stores is that Ca2+ freely
diffuses in the lumen, a condition that is not expected from the KonD condition. The most
likely solution is that the trapping of Ca2+ by luminal SR Ca2+ binding proteins does not occur
instantaneously because it depends on the conformational changes and aggregation of proteins,
a situation that might take a longer time than the one required for free diffusion of Ca2+ in the
lumen of SR, so KonD model should consider that the kinetics of dissociation of Ca2+ from
luminal SR proteins is rather fast while the kinetics of association is rather slow.

A mathematical model of Ca2+ spark termination in heart cells has contemplated Ca2+ dif-
fusion inside the SR [38,39]. Interestingly, this model says that Ca2+ diffusion coefficient in the
non-junctional SR is 0.6 x 10−10 m2 s-1 (as previously estimated, [40]) but considers that this
coefficient is 5-fold larger in junctional SR, that is 3.5 x 10−10 m2 s-1 [38,39]. However, this con-
trasts with the concentration of non-mobile calsequestrin. The model says that calsequestrin in
the non-junctional SR is 6 mM (as previously estimated, [41]) while it says is 5-fold higher in
the junctional SR (30 mM [38,39]). This situation is rather paradoxical because we think that a
higher concentration of a non-mobile calsequestrin should become a barrier for Ca2+ diffusion.
However, this apparent paradox stresses the importance of limiting the competition between
calsequestrin and RyRs for free luminal Ca2+ to achieve an efficient Ca2+ release event. Here,
we have obtained the same result by reducing the number of luminal Ca2+ binding sites driven
by a reduction of the luminal SR [Ca2+]. Alternatively, our results can be reproduced if the
luminal Ca2+ binding proteins diffuse away from the RyRs during the opening of release chan-
nels. However, we think that this scenario is unlikely since there is no driving force for this to
happen and this process might not be fast enough to avoid competition with RyRs for the free
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luminal Ca2+. Another scenario involves restricted diffusion of both Ca2+ and Mag-Fluo-4
(they are maintained in the bulk of the SR away from the RyRs), so they are not in rapid equi-
librium with the calsequestrin, which is known to be associated with RyRs [42]. If the diffusion
of Ca2+ between these two compartments is very low, then it is expected to see recovery of the
free luminal SR Ca2+ level (provided that SERCA pumps are located where Mag-Fluo-4 is)
even when the RyRs are still open (a situation that have not been observed). Alternatively, if
the diffusion barrier is not that important, then the transition between phase 1 and phase 2 will
not be clear. A situation that was observed only in the presence of thapsigargin. In conclusion,
we think that our mathematical model stresses the importance of Ca2+ binding proteins rapidly
switching from high to low Ca2+ buffering capacity during Ca2+ release event, and this provides
enough free luminal Ca2+ for an efficient release by RyRs. How exactly this process is achieved
inside the SR is not clear and deserves further studies.

Supporting Information
S1 Fig. Schematic representation. Graphical model of smooth muscle, not at scale, of the two
intracellular compartments of interest, as well as those Ca2+ fluxes between these two compart-
ments.
(TIF)

S2 Fig. Buffer capacity as a function of [Ca2+]. (A) Typical relationship for a 3 mM Ca2+

binding protein with a KD of 151.1μM using Eq (1.7). (B) Ca2+ buffering capacity for the same
[Ca2+] as in A but using KonD model and Eq (1.19) with values indicated in the text.
(TIF)

S3 Fig. Fitting of different Ca2+ saturation levels of calsequestrin.Models of Ca2+ bound to
calsequestrin as a function of [Ca2+]; data replotted from Fig 5 of reference [28]. Data were fit-
ted to a Hill equation. Fitting results suggests that the maximal number of Ca2+ binding sites
(Bmax) is increasing as a function of the [Ca2+]. The inset shows the fitting for [Ca2+] in the
range of 0–0.6mM. Park et al. have shown that blocking polymerization of calsequestrin inhib-
its this effect of increasing Bmax, so Bmax value stays around 22 for the whole range of [Ca

2+]
tested (triangle line) [28]. At least 5 points were used to calculate Bmax value higher than 70.
(TIF)

S4 Fig. SK model cannot follow the recovery of the free luminal SR [Ca2+]. In this case the
gamma value used in the SK model (red line) was modified to fit the caffeine-induced [Ca2+]i
response (blue line). Although there is now a good fitting of the [Ca2+]i responses induced by
caffeine, the time course of recovery of the [Ca2+]FSR is much slower in the SK model than is
recorded by the Mag-Fluo-4 indicator. This can be explained by considering that free and total
Ca2+ go together in the SK model, while in the KonD model (see Figs 5 and 7) there is a rapid
recovery of the [Ca2+]FSR that precedes the recovery of the [Ca

2+]TSR, which explains the pres-
ence of a refractory period due to the recovery of the [Ca2+]FSR but not of the total, so the sec-
ond caffeine-induced Ca2+ response is much smaller.
(TIF)

S1 Text. Parameter estimation.
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