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Nomenclatura

ATP - Adenosin trifosfato (por sus siglas en inglés: Adenosine triphosphate)
[B].. - Concentraciéon de sitios de unién a calcio en el compartimento celular (x)
[BCa] - Concentracion de calcio pegado a proteinas

[ - Capacidad amortiguadora

Ca’" - Calcio

[Ca%*] - Concentracion de calcio

[Ca?*]; - Concentracion de calcio libre intracelular

[Ca®"(t)]; - Concentracion de calcio libre intracelular dependiente del tiempo
[Ca®"]7; - Concentracion total de calcio intracelular

[Ca?"]rs - Concentracién de calcio libre en el reticulo sarcoplasmico
[Ca®]7Rrs - Concentracién total de calcio en el reticulo sarcopldsmico
[Ca®"]7, - Concentracion total de calcio en un compartimento celular (x)
[Ca?"], - Concentracién de calcio libre en un compartimento celular (x)

CICR - Liberacién de calcio inducida por calcio (por sus siglas en inglés: Calcium In-
duced Calcium Release)

Caf o Caff - Cafeina

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

CML - Células de musculo liso

CE - Cinética estandar

CbD - Cinética bajo demanda

D - Dimeros

EDOs - Ecuaciones Diferenciales Ordinarias

[F]. - Concentracién del fluordforo en un compartimento x

[FCa] - Concentracion del fluordforo unido a calcio

H' - Hidrégeno

IP3Rs - Receptores de IP5 (por sus siglas en inglés: inositol 1,4,5-triphosphate receptor)

Jeoav - Flujo de calcio por medio de los canales de calcio dependientes de voltaje
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Jneto - Flujo neto de calcio de un compartimento celular

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

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

Jrs/E - Flujo de calcio del reticulo sarco/endoplasmico

Jryr - Flujo de calcio por medio de los RyRs

Jsercoa - Flujo de calcio por medio de la bomba SERCA

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

Jo - Flujo de calcio del reticulo sarcoplasmico hacia el citoplasma por medio de los re-
ceptores de rianodina

J3 - Flujo de calcio del citoplasma hacia el reticulo por medio de la bomba SERCA
Mg?>" - Magnesio

M - Mondémeros

N - Numero total de canales liberadores de calcio

P - Polimeros

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

PMCA - Bomba de calcio de la membrana plasmatica (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 - Reticulo endoplasmico

RS - Reticulo sarcoplasmico

RS/E - Reticulo sarcoplasmico/Reticulo endoplasmico

SERCA - Bomba de calcio del reticulo sarco/endoplasmico (por sus siglas en inglés: Sar-
coplasmic/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase)

T - Tetrameros

TG o Tgn - Tapsigargina
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Resumen

La quimica de coordinacién del ion calcio (Ca?") provoca la estabilizacién de esta-
dos conformacionales especificos en las proteinas. De aqui que incrementos en la concen-
tracion de Ca" citosélico modifiquen el comportamiento celular. Sin embargo, un exceso
de Ca®" es citotoxico. Por lo que la célula invierte una cantidad importante de energia
metabolica para mantener baja la actividad del ion en el citoplasma (alrededor de 100
nM). Por otro lado, el gradiente de Ca®" entre el lumen del reticulo sarco/endoplasmico
y el citoplasma es muy grande de forma tal que al abrir los canales liberadores de Ca*"
del reticulo se esperaria que se produjera una reduccién inmediata en la concentracién
de Ca*" luminal. Sin embargo, registros simultaneos de la concentraciéon de Ca?" lumi-
nal e intracelular muestran que el proceso de liberacién de Ca** es mucho mas complejo
de lo que previamente se habia visualizado. Estos experimentos muestran que el Ca*"
intracelular incrementa sin una reduccion significativa en la concentraciéon de Ca*" lu-
minal. Debido a que el Ca®" no es un metabolito, no se sintetiza ni se degrada, sélo
cambia de compartimento, estos experimentos no son faciles de interpretar basados en
la ley de conservacion de la materia. En este trabajo se desarrollé un modelo matemati-
co determinista para explicar el aumento de Ca®" sin una reduccién significativa en la
concentracién de Ca®>" luminal. La principal contribucién de este trabajo es que los es-
quemas cinéticos tradicionales que se usan para modelar la cinética de unién de Ca**
a las proteinas luminales no explican este comportamiento del reticulo. En este trabajo
se propuso un nuevo mecanismo denominado cinética bajo demanda (CbD), dénde el
ntimero de sitios de unién a Ca?* en el lumen del reticulo incrementan en respuesta al
Ca*" que se ha unido previamente. La propuesta se bas6 en el comportamiento de calse-
cuestrina, una proteina amortiguadora de Ca®" localizada en el lumen del reticulo, la
cual, incrementa sus sitios de unién a Ca?* dependiendo de su estado de polimerizacién.
Los parametros del modelo fueron extraidos de la literatura o estimados de datos experi-
mentales. Nuestros resultados sugieren que la capacidad amortiguadora de Ca* dentro

del reticulo depende de que la bomba SERCA esté activa y que varia con la concen-
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tracién de Ca®* libre en dicho compartimento. Ademés, nuestros resultados sugieren
que la reduccién rapida de la capacidad amortiguadora de Ca*" optimiza la liberacién
de Ca®" al disminuir la competencia entre las proteinas amortiguadoras de Ca®" en el
lumen del reticulo y los canales de liberacién de Ca®". No es claro cémo la actividad
de la bomba SERCA facilita la reduccién en la capacidad amortiguadora de Ca®". Sin
embargo, cuando la bomba SERCA esta inhibida, la competencia por el Ca*" entre las

proteinas luminales y los canales de liberacion se hace evidente.



Abstract

Calcium ions (Ca®") modify cell behavior by stabilizing conformational states of ef-
fector proteins. The increase of the cytosolic Ca?* concentration is the triggering signal
for many physiological responses. An excess of Ca?" 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 [Ca?*]. However, simultaneous record-
ing of both luminal and intracellular [Ca?*] showed that the Ca?" release process is
more complex than expected. These experiments have revealed that intracellular Ca**
increases without any significant reduction of the luminal SR [Ca®"]. 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 fitted using standard
kinetics of Ca®* binding to proteins. The solution was to assume a new type of kinetics
that we called Kinetics on Demand (KonD), where the number of Ca?" binding sites
increases in response to the binding of Ca®" and viceversa. This situation is not totally
unheard-of since calsequestrin increases the number of Ca®>" 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 Ca?* buffering ca-
pacity depends on intact SERCA pumps and interestingly increases with the free Ca*"
in the SR. The results suggests that rapid reduction of the calcium buffering capacity
optimizes Ca®" release by decreasing the competition between luminal Ca?* binding
proteins and the release channels. It is unclear how the activity of SERCA pumps fa-
cilitate this reduction in the calcium buffering capacity. However, when SERCA pumps
are inhibited, the competition for Ca?* between luminal proteins and release channels

becomes evident.
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1. Introduccion

“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 violacion a la ley de
conservacion de la materia encontrada en el proceso de liberacién del ion calcio (Ca®*)
proveniente del reticulo sarcoplasmico (RS) por medio de los receptores de rianodina
(RyRs) en células de musculo liso (CML) [1, 2] a través de modelado matematico. Ademas
el modelo incluye la participacion que tienen las bombas SERCA (Sarco/Endoplasmic
Reticulum Calcium ATPase) [3] en este proceso de liberacion. En la secciéon 1.1 se presen-
ta el material necesario para entender este capitulo introductorio, seguido por la descrip-
cién de la Bomba SERCA en la seccioén 1.2 y de los RyRs en la seccién 1.3. La interaccién
funcional entre la bomba SERCA y los RyRs se presenta en la seccién 1.4. Los flujos de
Ca®" se presentan en la seccién 1.5. La teoria de los amortiguadores de Ca®>" endégenos

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

1.1. Generalidades

Los incrementos transitorios de la concentracién de calcio intracelular ([Ca2*];) re-
gulan diversos procesos celulares [4]. La versatilidad de la utilizacién del Ca®" surge de
su funcién como un mensajero intracelular —segundo mensajero—. El Ca®" transmite in-
formacion que llega a la superficie de la célula a blancos intracelulares —las proteinas—
[5]. Esto es posible debido a su particular quimica de coordinacion, que le permite unirse
a las cavidades irregulares encontradas en las estructuras terciarias de las proteinas [6].
Sin embargo, altas concentraciones de Ca®>" causan agregacion de proteinas y acidos nu-

cleicos, afectando la integridad de la membrana celular e iniciando la precipitacion de



fosfatos [7]. Por lo tanto, altas concentraciones de Ca** son incompatibles con la vida,

ya que un incremento en [Ca®"]; es citotoxico [8].

El Ca?* no es un metabolito, por lo que no se sintetiza, ni se degrada, sélo cambia
de compartimento [7]. Como resultado, las células desarrollaron sistemas efectivos para
mantener baja la actividad (concentracién efectiva) intracelular de Ca®", alrededor de
100 nM. Esto representa una diferencia de aproximadamente 10* veces con respecto a
la concentracién de Ca?" extracelular (=~ 1-2mM) [8]. Mantener este gradiente electro-
quimico de Ca** requiere un aporte importante de energia metabdlica por parte de la
célula [8].

Las sefiales de Ca" son relativamente estereotipadas, lo cual implica la existencia
de mecanismos de sefializacién por Ca’>" que descodifican las caracteristicas de estas
sefiales en diversos contextos de espacio, tiempo y amplitud [5, 9]. De esta manera, se
pueden encontrar elevaciones de [Ca®"]; localizadas con duracién de milisegundos —
las chispas de Ca?*— [5], incrementos en [Ca®"]; que abarcan todo el citoplasma con
duracién de segundos —los transitorios de Ca®"— [4] e incrementos globales de [Ca®T];
con duracién de segundos a varios minutos, mediados por frentes de onda, en algunos
casos de periocidad compleja y cadtica —las oscilaciones de Ca*"— [5]. De aqui que el
Ca*" puede estar participando en procesos contradictorios como relajaciéon y contraccién

muscular, proliferacion celular y apoptosis [9].

La sefializacién por Ca?" es caracterizada por un incremento rapido de [Ca®T];, re-
sultado de la entrada de Ca®" a través de canales especializados en la membrana celular
o de la liberacién a partir de las pozas intracelulares de Ca®>" —como el reticulo sar-
co/endoplasmico (RS/E)— [10], [8]. E1 RS/E es una red de tibulos interconectados que
adopta diferentes configuraciones [11], distribuida en toda la célula [7]. La liberacion
de Ca®" del RS/E ocurre por medio de canales i6nicos localizados en su membrana [9]
—como los receptores del inositol 1,4,5 trifosfato (IPsRs por sus siglas en Inglés) y los
receptores de rianodina (RyRs por sus siglas en inglés)— [8]. La [Ca®T]; retorna a sus
valores de reposo, via la acciéon de las bombas de Ca®", las bombas PMCA (Plasma

Membrane Ca*"-ATPase) y SERCA (Sarco/Endoplasmic reticulum Ca**-ATPase), in-



tercambiadores de Ca®", proteinas de unién a Ca®>" y otros amortiguadores endégenos
[10]. Por otro lado, existe un aporte constante de Ca®>" de baja magnitud al citoplasma
por parte del RS/E y del espacio extracelular conocido como fuga de Ca®* [12]. Las con-
centraciones basales de Ca®" se mantienen constantes en el citosol por los mecanismos
de remocién de Ca?" dependientes de energia, que envian el exceso de Ca®" de vuelta
al RS/E o al espacio extracelular. De aqui que [Ca**]; este determinada por la entrada
de Ca?", liberacién de Ca®", fuga de Ca®", secuestramiento de Ca?" (en los comparti-

mentos celulares como el RS/E) y amortiguamiento de Ca®* [12, 13].

La importancia del amortiguamiento se enfatiza por el hallazgo de que sdlo una frac-
cién muy pequefia del Ca*" que entra a la célula queda como Ca** libre, la mayoria
se une rapidamente a los sitios de unién celular, y después es secuestrado dentro de los
organelos de almacenamiento de Ca®", como el RS/E, o extruido por los mecanismos de
transporte de Ca?* [13]. Por consiguiente, el Ca®* intracelular se encuentra preponde-
rantemente unido a proteinas amortiguadoras con una relacién tipica de Ca?* unido con

respecto al libre de ~ 103 [14].

Por otro lado, el RS/E participa en la disminucién de [Ca?*]; al remover Ca?* desde
el citoplasma y rellenar las pozas internas de Ca>" por medio de las bombas SERCA [3],
que hidrolizan ATP (Adenosine triphosphate) [15] para transportar iones de Ca** hacia
el lumen del organelo [7]. Estas ATPasas son reguladas por la concentraciéon de Ca*"

libre en el lumen del RS/E ([Ca?t]rs) y por diferentes tipos de proteinas [16].

Adicionalmente, el RS/E contiene proteinas de alta capacidad y baja afinidad por
Ca?", como serian la calsecuestrina (CSQ) o la calreticulina que no sélo unen, sino que
también secuestran Ca®" dentro del lumen del organelo [7]. Es decir, la dinamica del ion
Ca?" dentro del RS/E también depende de los amortiguadores de Ca®" presentes [12].
De esta manera, [Ca’" g varia entre 200 y 800 M y puede llegar a acumular hasta 40
mM de Ca®" total ([Ca®T]rrs) y se piensa que este mecanismo de alta capacidad estd
desarrollado para evitar la citotoxicidad [8]. De aqui que entender la dinAmica de Ca**
dentro de los compartimentos celulares requiere conocer como los diversos sistemas que

controlan el Ca?t dentro de ese compartimento regulan los niveles internos de Ca**



[12]. A continuacion se describira con mayor amplitud las caracteristicas de algunos de

los componentes de la sefializacién por Ca®.

1.2. Labomba de Ca?" del reticulo sarco/endoplasmico (SERCA)

La bomba SERCA es una proteina que pertenece a la familia de las ATPasas del tipo
P altamente conservada en mamiferos [16]. Esta proteina es codificada por tres diferentes
genes [16, 17], tiene un peso molecular aproximado de 110 KDa, y esta localizada en la
membrana del RS/E [18]. Ante incrementos de [Ca®*];, la bomba transporta Ca®* desde
el citoplasma hacia el lumen del RS/E en contra del gradiente de concentracion, en una
proporcién de 2 iones Ca** transportados por una molécula de ATP hidrolizada y el
co-transporte de 2 6 3 iones H* [19].

Esta proteina no solo controla la remocién de Ca?* en el citoplasma, también controla
la carga de Ca®" en el RS/E, y por consecuencia la cantidad de Ca*" 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 Ca?* que puede aportar este compartimento est4 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 aspartico (Asp) durante su ciclo catalitico [18]. El ciclo catalitico involucra dos
estados conformacionales: E; y E5 [19]. En el estado Eq, la bomba se encuentra con sus
sitios de unién a Ca®" abiertos hacia el citosol, es mas estable en la forma no fosforilada,
y presenta alta afinidad por Ca®". En el estado Es, la bomba es mas estable en la forma
fosforilada, se encuentra abierta hacia el RS/E, y presenta baja afinidad por Ca®* [19].

El transporte de Ca*" hacia el lumen del RS/E ocurre de la siguiente manera: en la
forma E1, la proteina tiene una mayor afinidad por Ca®>" que por protones. La unién
de Ca®* favorece la fosforilacion del residuo de asparitico (Asp), y el ADP abandona la
enzima. La fosforilacion facilita el cambio conformacional a la forma E,. La forma E,
tiene una menor afinidad por Ca*" que por protones, por lo que puede liberar al i6n
Ca** del lado luminal del reticulo. La disociaciéon de Ca®" induce la defosforilacién del

residuo de aspartico. La forma defosforilada es la E;, por lo que se produce un cambio



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 continuacion. Al medir simultaneamente
[Ca?"]; y los niveles de Ca®" en el RS de las células de musculo liso (CML) de vejiga
urinaria de cobayo, y al adicionar altas concentraciones de cafeina (para abrir un gran
ntmero de RyRs), se observo un incremento de [Ca®"]; y la correspondiente disminu-
cién del Ca®" luminal (ver Figura 2). Una vez que se recuperaron las concentraciones
basales de Ca®" libre tanto en el citoplasma cémo en el RS, se aplicé tapsigargina (TG)
para inhibir la bomba SERCA y se volvieron a abrir los RyRs con cafeina. Esta situacion
generd un incremento menor de [Ca®"];, a pesar de que el nivel de Ca** libre luminal
no disminuyé cuando se aplicé TG. Estos resultados sugieren que hubo una completa
recuperacién de [Ca®"]; basal, pero no hubo recuperacién de los niveles de Ca** en el
RS. Se comprobd el vaciamiento completo del reticulo porque al aplicar un tercer pulso
de cafeina ya no se produjo ningtin cambio de [Ca®"]; ni en el nivel de Ca*" luminal.

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

Ca?*t 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 Ca®" hacia el lumen del RS/E tiene una dependencia simple con respecto a
[Ca?"];. Usando vesiculas formadas por membranas de RS/E, y observando la velocidad
a la que la vesicula acumula *>Ca, un isétopo radiactivo de Ca?*, se ha observado que la
velocidad a la que SERCA bombea Ca®" depende de manera sigmoidea del Ca®", con un
coeficiente de Hill cercano a 2 [23]. Por otra parte, expresando las 3 isoformas de la bomba
SERCA en células COS-1, se encontrd que todas las isoformas muestran propiedades
enzimaticas similares. Es decir, las enzimas son activadas de manera cooperativa por

Ca?" con un coeficiente de Hill de aproximadamente 2 [17].
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Figura 1: Esquema en liston de las diferentes estructuras cristalinas de dos de los
diferentes estados conformacionales de 1a bomba SERCA. El inserto de la parte infe-
rior muestra el ciclo catalitico de la bomba SERCA para transportar Ca?* 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 E;Ca con 2 Ca?* unidos a la protei-
na (esferas en color morado), las flechas discontinuas moradas representan los cambios
estructurales que experimentara la proteina del lado citoplasmico para pasar al estado Eo.
A la derecha se muestra el estado conformacional E; sin Ca?* obtenido en presencia de
tapsigargina (TG) (Triangulo color morado invertido). Los circulos en rojo representan

puentes de hidrégeno. Imagen tomada de la referencia [19].
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Figura 2: Registros simultaneos de la concentracion intracelular de Ca®* y la res-
puesta de Ca’" del RS inducidos por la activacién de los RyR con cafeina y el
efecto de la inhibiciéon de la bomba SERCA con tapsigargina (TG) en estas respues-
tas. Cambios en [Ca®"]; (panel superior) y los niveles de Ca®>" en el RS, normalizados
a su valor de resposo (panel medio), registrados en respuesta a la aplicaciéon de 20 mM
de cafeina (Caff) por 5 s (panel inferior). Después de 2 minutos en reposo, 10 M de
tapsigargina (TG) fue aplicado por 5 s. Una segunda aplicacion de cafeina produce un
transitorio de Ca®" significativamente menor, asociado con una reduccién normal del
nivel de Ca?* luminal. Note que una tercera aplicacién de cafeina no produce cambios
en [Ca®"]; ni en la respuesta del Ca*" luminal, sugiriendo el completo vaciamiento de
la poza intracelular de Ca®" por la aplicacién de tapsigargina. Imagen tomada de la re-

ferencia [22].

El canal liberador de Ca’" del RS/E (RyR)

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

tor de Ca?*, localizada en la membrana del RS/E (vea la Figura 3), y de peso molecular
aproximado de 2 MDa (cada subunidad del RyR pesa mas de 550 KDa [24]) [20] . Este es
uno de los canales por los que ocurre la liberaciéon de Ca®" de las pozas intracelulares de

Ca?" hacia el citoplasma [20]. Su nombre se debe a que el alcaloide rianodina (el cual se



une a este receptor con alta afinidad y especificidad [20]) interacciona preferentemente

con el estado abierto del canal [24].

SR lumen

Cytoplasm

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

superior. Figura tomada de la referencia [25].

EI RyR existe en tres isoformas (RyR1-3) [20] y es modulado directa o indirectamente
por los receptores de dihidropiridinas, asi como por varios iones, moléculas pequefias y
proteinas, i. e. Ca?*, Mg?*, cinasa A, calmodulina, la cinasa II dependiente del complejo
Ca?*/calmodulina, CSQ, triadina y junctina [24]. De los anteriores, el Ca®" es el principal
agonista fisiolégico del RyR. Un incremento en [Ca®"]; activa al receptor por medio de
un proceso denominado CICR (Calcium Induced Calcium Release). Liberaciéon de Ca*
inducida por Ca®* [26, 27].

A su vez, el RyR puede responder a una serie de estimulos de Ca?* por medio de
un mecanismo de adaptacion [26]. Gyorke S et al [26] han medido la probabilidad de
apertura (Po) del RyR a partir de sus corrientes de Ca?* inducidas al elevar [Ca®"] por
medio de la técnica de flash fotélisis. 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



inicio (peak) y al final (plateau) del estimulo. En el panel inferior se muestra el curso
temporal de [Ca®"] y los tiempos en los que se aplicé el estimulo (flechas). Es necesario
mencionar que los autores también midieron la Po en estado estacionario (midiendo la
Po a [Ca®"] 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 adaptacién del RyR ocurre de la siguiente manera. Un aumento en [Ca*"];
induce actividad en el canal como consecuencia de la unién del Ca®* al sitio de acti-
vacion del RyR (1.2 ms). La unién de Ca®" al sitio de activaciéon del RyR provoca un
cambio conformacional en este ultimo, lo que induce un lento decremento en la afinidad
del sitio de activacién por Ca?* (1.3 s). Esto resulta en una menor ocupacion del sitio de
activacion y en un decaimiento en la actividad del canal (fase de relajacion). La fase de

relajacion permite que el sitio de activacion esté disponible para un segundo estimulo

[26].
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Figura 4: Respuesta de adaptacion del RyR cardiaco en bicapas planas ante la libe-

racién de Ca>" enjaulado. El RyR cardiaco en bicapas lipidicas fue expuesto a eleva-

ciones controladas de Ca*" por medio de la técnica de foto-liberaciéon de Ca®" (flash).

El RyR exhibe una rapida activacién y una lenta caida de la actividad en respuesta a la

elevacién de [Ca®T]. Note que una segunda elevacién de Ca?* estimula una actividad

del canal de similar magnitud a pesar de que el nivel de Ca®>" es mayor. Imagen tomada

de la referencia [26].



Mas atin, Gyorke S et al [26] reportan que la sensibilidad del canal por Ca®" es 10
veces mayor cuando el Ca*" es aplicado por fotdlisis (circulos blancos de la Figura 5)
que cuando el Ca*" se mantiene constante por un largo periodo de tiempo (tridngulos
invertidos de la Figura 5). Asi mismo, los autores reportan que las mediciones de estado
estacionario a [Ca®"] constante correlacionan directamente con la Po medida al final de

la corriente de Ca®" del RyR inducida por fotélisis (circulos negros de la Figura 5).

l.OO-m o
/O’O
0.75F 1
Peak
Py 0.50 n
Plateau
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Figura 5: Probabilidad de apertura (Po) del RyR dependiente de la concentracion
de Ca®". La Po fue medida al pico de la corriente (peak) (circulos blancos), al final de la

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

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

Por otra parte, el RyR también ha sido caracterizado farmacolégicamente utilizando
cafeina, la cual incrementa la sensibilidad del RyR por Ca?" (aumentando frecuencia
y duracion de los eventos de apertura del RyR), de forma tal que el canal se abre a
concentraciones basales de Ca* citoplasmico [28]. La aplicacién de cafeina por varios
segundos dispara cambios bifasicos transitorios en [Ca®"];, vea la Figura 6. Estos transi-
torios de Ca®* se caracterizan por presentar dos componentes cinéticos: un incremento
inicial rapido en [Ca®"]; debido a la rapida liberacién de Ca** en el reticulo (nM/s) (vea
el recuadro de la Figura 6), y su subsecuente disminucion debido a diversos mecanismos

de remocién y secuestro de Ca** [29]. La maxima velocidad de liberacién de Ca** es un
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indicador de la maxima actividad de los canales de RyR (N*Po), donde N es el nimero
total de canales, toda vez que el gradiente electroquimico no se ha reducido significa-
tivamente durante este periodo de tiempo [30]. Por otra parte, el contenido de Ca*" en
el reticulo determina la amplitud del transitorio de Ca?* estimulado por cafeina (si se
considera que los sistemas de remocién de Ca®" son més lentos que los canales) [31].

Esta amplitud se vera afectada también si se modifica la capacidad amortiguadora del

citoplasma.
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Figura 6: Transitorio de Ca’" generado al aplicar 20 mM de cafeina (Caf) por 5s a
una CML. El recuadro muestra la velocidad de la liberacién de Ca%* (d[Ca?*],/dt) ante
esta misma dosis de cafeina. Resultados experimentales proporcionados amablemente

por el Dr. Agustin Guerrero a mi persona.

1.4. Colocalizacion del RyR y la bomba SERCA

Viquez et al [32] mostraron que la mayoria 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 tincién en
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rojo de los RyRs donde se observa una distribucién irregular y discontinua que abarca
las tres diferentes regiones del RS (periférica, citoplasmica y perinuclear). En el panel (B),
se observa que la bomba SERCA también esta distribuida en parches pero a diferencia
del RyR, se localiza s6lo en dos zonas del RS, la periférica y la perinuclear. En el panel
(C), se observa la colocalizacion (color amarillo) de estas dos proteinas tanto en la region
perinuclear como en la periférica del RS, lo cual posibilita la comunicacioén entre ellas

para regular los flujos de Ca*".
A

Figura 7: Colocalizaciéon de la bomba SERCA y del RyR en CML. Los paneles (A)
y (B) muestran las imagenes de la distribucién de los RyR (tincién de color rojo) y de
las bombas SERCA (tincioén color verde) respectivamente, de una CML. Las iméagenes
fueron obtenidas simultaneamente por microscopio confocal. En el panel (C) se muestra
que las dos proteinas colocalizan en algunas regiones del RS, especialmente en la zona

perinuclear y superficial (tincion de color amarillo). Imagen tomada de la referencia [32].

Los flujos de Ca’*

Los flujos iénicos que producen los cambios en [Ca?*] dentro del citosol ([Ca®T];)

dependen del transporte de Ca®" a través de la membrana plasmatica (Jy;p) y entre el
citoplasma y los diferentes organelos como seria el RS/E (Jrs/r) [12]. El flujo de Ca**

entre compartimentos es la suma de multiples flujos de Ca?* microscépicos que repre-

12



sentan la actividad de poblaciones especificas de transportadores de Ca?" [12]. De esta
manera, cada flujo macroscdpico es la suma algebraica de flujos unitarios o microscopi-
cos. Esta implicito que los transportadores funcionan de forma independiente entre ellos,
proporcionando el enlace entre las descripciones moleculares y celulares en la senaliza-

cién por Ca?* (vea la Figura 8) [12].

La existencia de multiples compartimentos que regulan al Ca®" crea otro nivel de
acoplamiento funcional entre las vias de transporte de Ca®>". Esto se debe a que las
vias de transporte de Ca®" que regula la concentracién de Ca®" en cada compartimen-
to depende de la dindmica de Ca*" en otros compartimentos. Entonces, para enten-
der la dindmica de [Ca?*] en un compartimento u organelo, es necesario considerar

. 1t4 la dinami de C 2+ dos 1 . . .
simultaneamente la dinamica de Ca“" en todos los compartimentos que interaccionan

funcionalmente [12].

Flujo de CaZ+
a nivel celular

Flujo de CaZ+
a nivel molecular

Flujo entre Flujos )
compartimentos Macroscopicos * Flujos unitarios

e Jpmca JFuga
= iJunitﬂriﬂ RyvR

Figura 8: Flujos de Ca’>" entre compartimentos. Los flujos de Ca®" entre comparti-

Jeanales de ca2®

!Jp_s,fg Citoplasma !- e

Jliberacion

mentos producen cambios en [Ca*"] citoplasmica asi como en los diferentes organelos
de la célula, como el RE (imagen de la izquierda). Los flujos de Ca®" macroscépicos son
producidos por las poblaciones de los diferentes trasportadores de Ca?* (imagen central).
Los flujos unitarios de forma independiente y con el mismo peso contribuyen a cada uno

de los flujos macroscopicos (imagen de la derecha). Imagen modificada de la referencia

[12].
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1.6. La capacidad amortiguadora de Ca’>" de los compartimentos

intracelulares

La concentracién total de Ca?* en un compartimento celular (x), estd determinada

por:

[Ca*t]r, = [BCa] + [Ca*"],, (1)

dénde [Ca?t]r, es el Ca®T total, [BCa] seria el Ca*" pegado a proteinas y [Ca®"],
seria la concentraciéon de Ca*" libre (que se puede detectar). Con la finalidad de conocer
la cantidad de Ca®" pegado a proteinas, se determina la capacidad amortiguadora de ese
compartimento (x). Que no es otra cosa mas que la relaciéon que hay entre un incremento

de [Ca®T], que resulta del incremento de [Ca®*]7, [12, 33], vea la expresion (2),

Alba], (2)
A[Ca*t]p,

Conviene subrayar que este cociente tiene una relacion inversa con la definicién ini-
cial de capacidad amortiguadora de Ca*" propuesta por E. Neher d[Ca?**]r,/d[Ca*T],
[34]. Hay que mencionar, ademas, que el cociente de la expresion (2) esta basado en la
premisa de que los cambios en [C'a?*], son estrictamente proporcionales a los cambios
en [C'a®*]r, [35]. Dicha constante de proporcionalidad tendria que ser calculada para
cada célula y el resultado seria preciso unicamente si la constante fuera invariante tanto
en el tiempo como en el espacio; una situacion que es poco probable [35]. Se debe agregar
que las sefiales de Ca®" son detectadas por medio de amortiguadores exégenos y en con-
secuencia influyen en las sefiales de Ca®" [35]. De aqui que E. Neher [35] propusiera que
la capacidad amortiguadora se determinara considerando explicitamente al Ca®" unido

a los amortiguadores [BC'a| (tanto enddgenos como exdgeneos) y se representara por el

simbolo [, vea la ecuacién (3),

d[BCd]
~ d[Ca?t],’
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Por otra parte, la interaccién de Ca®" con sus sitios de unién puede ser descrita por

la siguiente reaccion:
[B].+ [Ca?*], = [BCal
off

dénde [B], representa la concentracién de sitios de unién a Ca?* en el compartimento
X, que estan libres para unir Ca®". [Ca®"], denota la concentraciéon de Ca®" libre en el
compartimento y [BCa] es la concentracién de Ca®" interaccionando con sus sitios de
union. La flecha de arriba en la reaccion indica la asociacién de Ca* a los sitios de unién,
la cual es gobernada por la constante cinética de unién (k,,) con unidades de [M~1s7!].
La flecha de abajo indica la disociacion del complejo [BCa], la cual es gobernada por la
constante de velocidad de disociacion (k, ) con unidades de s~*. En el equilibrio no hay
cambio neto en las concentraciones de [B],, [Ca®"], y [BCa].

Por otra parte, siempre y cuando la concentracién total de los sitios de unién a Ca?*
sea constante, [B]r,=[B],+[BCa], la concentracién del complejo [BCa] quedara deter-

minada por la ecuacién (4),

[Ca**],
TIBKD + [Ca2+]x7

dénde Kp=[B],[Ca’*"],/[BCa] es la constante de disociacién al equilibrio entre Ca** y

[BCa] = [B] (4)

los sitios de unién.
En razén de lo expuesto, la habilidad del citosol o del lumen de los compartimen-
tos para amortiguar Ca?" puede ser numéricamente caracterizada por (3 [36, 37]. Por

consiguiente, partiendo de la ecuacion (4), 3 puede ser descrita por la ecuacion (5),

Kp
(Kp + [Ca?t],)*

De acuerdo con la ecuacién (5), en ausencia de Ca®" en el compartimento, hay una

B =[Blrs (5)

cantidad fija de sitios de unién que depende de [B]r, y de Kp, 8 = [B]7./Kp. Es decir,
f3 inicialmente depende de cuantos sitios de unién a Ca®* haya en el compartimento y
de la afinidad del Ca®" por sus sitios de unién (ver sefialamiento de las flechas anara-

jandas en la Figura 9). Observe de la Figura 9 que entre mas afinidad tenga el Ca®"
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por los sitios de unién (Kp muy pequefia) mayor capacidad amortiguadora presenta el
compartimento. En general, 3 es una funcién inversa de [Ca®'],. Entre mas Ca®" li-
bre haya en el compartimento, los sitios disponibles para unir Ca*" iran disminuyendo,
vea la Figura 9. Note que cuando Kp > [Ca®"],, (3 es para todo fin practico constante
[23] (observe el recuadro de la Figura 9). De hecho, para un amortiguador no saturado y
de baja afinidad, 3 es simplemente el cociente de su concentracion total [B], sobre su

constante de disociaciéon Kp [38].

Experimentalmente hablando, es dificil medir cuanto Ca?* esté interaccionando con
los sitios de unién a Ca®*, por lo que resulta mas facil modificar [Ca?*];, dentro del

compartimento [39, 40]. Ademas, de acuerdo con la ecuacion (1),

dCa* ), Ko
m = ]_+ [B]T$(KD+[CCL2+]>27 (6)
Es decir,
d[Ca**]r, _ d[BCal o

d[Ca>]z ~ d[Ca*+]z’

Debido a que mucho del Ca*" que entra al citoplasma se encuentra en su forma
unida [41], se ha propuesto que 3 > 1. Entonces, para pequefios cambios en [Ca?*]r,

y [Ca®**],, la ecuacién (6) puede ser sustituida por la aproximacién dada en la ecuacién

(8) [36],

AlCalr,  A([BCa] + [Ca®t],)

b= N A[Ca?t],
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Figura 9: La capacidad amortiguadora de Ca®". La imagen muestra la dependencia de

la capacidad amortiguadora 3 con respecto a Ca®" en un rango de 0 a 3 M, utilizando

la ecuacion (5), [Br,]= 1 mM y tres diferentes valores para K p.

De aqui que la capacidad amortiguadora describa el destino del Ca®" agregado al
compartimento. En el caso del citosol es el resultado de la entrada de Ca*" a través de
los canales de Ca?" en la membrana plasmatica o debido a los canales liberadores de
Ca?" del RS/E. Una capacidad amortiguadora de 100 significara que de 100 iones Ca**
agregados a la célula, s6lo uno permanecera libre y los otros seran amortiguados [36].
De hecho, en células cromafines bobinas se ha estimado que 3 ~ 89, lo cual representa
que 1 de cada 90 iones de Ca®" que entran al citoplasma aparecera como Ca”* libre
[37]. En CML de estémago de sapo se ha calculado que la capacidad amortiguadora del
citoplasma tiene un valor de 3 = 82 [39]. A su vez, utilizando esta misma aproximacion,
se ha estimado que el valor de (3 para el RS en células de musculo esquelético de raton
es ~ 157, implicando que de 157 iones Ca®* liberados, 156 se encontraban unidos dentro

del reticulo [40].
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1.7. Los indicadores fluorescentes de Ca®"

Experimentalmente, el uso de los indicadores fluorescentes [F], en particular los com-
puestos de tetracarboxilato (Fura-2) o tricarboxilato (Mag-Fluo4) son de los métodos mas
comunes que se utilizan para la deteccién del Ca?* libre. Estos indicadores son amor-
tiguadores éxogenos que fluorescen diferencialmente dependiendo de [Ca®*],, en el com-
partimento [23]. En el caso de que los indicadores de Ca®" sean colocados en el interior
de la célula, los sistemas de amortiguamiento rapidos endégenos compiten con el indi-
cador para unir Ca*" (Fura-2 une Ca®" en el orden de ms [42] ) y los procesos lentos
(como el secuestramiento de Ca?* en el RS/E) compiten con la difusién de Ca?* y con los
amortiguadores de Ca?* (incluyendo los indicadores fluorescentes) [37]. Un modelo de
reacciones del Ca?" interaccionando con los amortiguadores endégenos [B], 6 exdgenos
[F]. se muestra a continuacion:

konB
[B], + [Ca*"], == [BCa],
kofrp

konp
[Flo+ [Ca**], == [FCa],
Kofr

donde [BCa] y [FCa] respectivamente representan las concentraciones de los complejos
moleculares que se forman cuando el Ca®" esta interaccionando con los sitios de unién
a Ca®" enddgenos y con el fluoréforo (asumiendo una estequiometria 1:1 (F:Ca)). Las
flechas de arriba en las reacciones indica la asociacién de Ca®" a los sitios de unién de
los amortiguadores [B],. y [F].., las cuales son respectivamente gobernadas por las cons-
tantes cinéticas de asociacion (ko) y (Kon, ), con unidades de [M~'s™1]. Las flechas de
abajo en las reacciones indican la disociacién de los complejos [BCa] y [FCa], los cuales
son respectivamente gobernados por las constantes de velocidad de disociacion (kofr,) y
(kostp) con unidades de s~'. En el equilibrio, las concentraciones de las especies quimi-
cas involucradas ([Ca?*];, [Bl., [Fl., [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 disminucién en [Ca®"] dentro del compartimento, se pierde el equi-

librio y aumentara o disminuira la probabilidad de formacion de los complejos [BCa] y
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[FCa]. Las variaciones en [FCa] se ven reflejadas en un aumento o disminucion de la
fluorescencia, la cual sirve para registrar la dinamica de los flujos de Ca®" dentro del

compartimento.
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2. Antecedentes directos

“There is nothing permanent except change.”

—Heraclitus

En este capitulo se presenta la evidencia experimental que demuestra que el RS/E
es mas que una poza de Ca?" intracelular, sino que existe modulacién y comunicacién
funcional entre sus componentes. La modulacién de la capacidad amortiguadora de Ca?*
en el RS/E se presenta en la seccion 2.1. En la seccidn 2.2 se presentan las evidencias que
sugieren la comunicacién funcional entre la bomba SERCA, las proteinas amortiguado-

ras luminales y los canales de liberacién de Ca®*.

2.1. Las proteinas luminales modulan la capacidad amortiguadora

de Ca’" en el RS/E

Tomando en consideracién 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
Ca?" y proporcionar suficiente Ca®" al citoplasma para producir un cambio considerable
en [Ca®T];. Esta capacidad de almacenar Ca®" es proporcionada por las proteinas que
unen Ca*" con baja afinidad 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 Ca®" libre y el vaso dos la cantidad de Ca®" pegado a proteinas o,
en pocas palabras, su capacidad amortiguadora de Ca®". Los canales liberadores de Ca**"
como el RyR estan representados por las llaves que cuando se abren dejan salir el agua.
Por otro lado, la bomba SERCA seria 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: Superficie molecular de la CSQ esquelética de conejo. La imagen muestra
el potencial electrostatico de la proteina, en rojo se observa el positivo y en azul el

negativo. Imagen tomada de la referencia [44].

Reticulo Sarcoplasmico

Bomba Citoplasma
SERCA

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

plica el concepto de equilibrio en la capacidad amortiguadora de Ca®" por parte del RS

21



La Figura 12 muestra el registro simultaneo del incremento de [Ca®*]; y la concomi-
tante reduccién del nivel de Ca®" del lumen del RS durante la aparicién de una chispa
de Ca?*. El curso temporal casi en espejo de ambos eventos podria sugerir la idea de
que efectivamente el RS se comporta como un sistema de amortiguamiento de Ca®" al
equilibrio. Una vez que se abren los canales liberadores, la caida del Ca®" luminal libre

reflejaria el grado de vaciamiento de las reservas de Ca®".

A

[Ca®™)gq (FIFg) [Ca®], (FIFy)

Figura 12: Registro de fluorescencia durante la generacion de una chispa de Ca’*.
Registro simultaneo del Ca®" citoplasmico (grafica en rojo) y del luminal (grafica en

verde) consecuencia de la aparicién de una chispa de Ca?*. Imagen tomada de la refe-

rencia [45].

Sin embargo, diversos estudios han sugerido que el RS no es un simple reservorio
de Ca®". Guerrero-Hernandez, et al [1] analizaron los planos fase de los cambios en el
Ca*" luminal e intracelular en diferentes tipos de células, al inducir liberacién de Ca**
con diferentes agonistas, ver la Figura 13. El punto de inicio en cada panel se localiza en
la esquina superior izquierda y las flechas indican la secuencia de eventos en el proceso
de liberacion. Los nimeros indican diferentes fases y los insertos en cada panel los datos

usados para generar el plano fase.

En el panel (A) se muestra la liberacién de Ca** inducida por cafeina en CML en

donde se pueden distinguir 4 diferentes fases. En el panel (B) se muestra la liberacion lo-
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calizada de Ca®" (chispa de Ca?") correspondiente a una célula de miisculo esquelético.
En este tipo de células, los mecanismos de amortiguamiento de Ca*" citoplasmico son
muy rapidos. Por esta razon los autores arguyen que las fases 2 y 3 no se pueden distin-
guir. El panel (C) muestra la liberacién de Ca?* inducida por cafeina en una neurona.
En estas células también los mecanismos de remocién son suficientemente rapidos para
que las fases 2 y 3 ocurran al mismo tiempo. En el panel (D) la liberacién de Ca?" se
induce por histamina. En este caso las fases 1 y 2 son evidentes porque los mecanismos
de remocién de Ca?* citoplasmico son lentos, por lo que el Ca?" luminal regresa a su

nivel de reposo antes de que el Ca*" intracelular lo haga.

En todos los casos, independientemente del tipo celular, asi como de la naturaleza
(chispa o respuesta global) o cinética del evento de Ca®" (ms o s), se puede observar la
presencia de la fase 1. Es decir, el incremento maximo de [Ca®"]; sin una reduccién sig-
nificativa de los niveles de Ca®" luminal. De aqui que la respuesta de [Ca®"]; no refleja
los cambios en [Ca®"]xg, lo que implica una aparente violacién a la ley de conservacién

de la materia [1, 2].

Ademas, en aquellos casos que el amortiguamiento de Ca®" citoplasmico es lento
(CML y HeLa), se puede ver la fase 2. Esto es, el RS/E cambia drasticamente su capacidad
amortiguadora, dando lugar a reducciones muy importantes del nivel de Ca?>" luminal
sin mayor efecto en [Ca?"];. Para este cambio tan dramatico en el RS/E de una capacidad
amortiguadora de Ca*" casi infinita a una capacidad amortiguadora practicamente 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 esperaria que el Ca** libre no esté relacionado
con el Ca®" pegado a proteinas) de Ca®" de gran capacidad. Los autores arguyen que la
naturaleza de esta fuente no la conocen, pero pudieran ser las proteinas que unen Ca*"

en el RS como la CSQ o la calreticulina [1].
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Figura 13: Planos fase de la liberacion de Ca®" de diferentes modelos celulares.
En la imagen se muestran los planos fase de la liberacién de Ca®", en los cuales se

comparan los cambios en el Ca?" luminal e intracelular de diferentes tipos de células.

Imagen tomada de la referencia [1].

Un dato muy relevante que apoya esta hipotesis es la demostracion de que la re-
cuperacion de la capacidad amortiguadora del RS en CML ocurre mucho después de la
recuperacién de los niveles normales de Ca®" libre luminal (puesto que ambos pardme-
tros deben recuperarse con la misma cinética en un sistema que esta en equilibrio, vea
la Figura 11), como lo mostré Guerrero-Hernandez et al [1]. Este experimento consistio
en activar los RyRs con cafeina y registrar simultineamente el Ca®>" intracelular y lu-
minal en CML. Un primer pulso de 20 mM de cafeina produce un incremento de Ca?"
intracelular asociado con un decremento de Ca?* luminal, vea el panel (A) de la Figura
14. A los 30 segundos que tanto el Ca®" intracelular como el luminal habian ya regre-

sado a sus valores basales, se aplic un segundo pulso de 20 mM de cafeina que indujo
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la misma reduccién del Ca?* luminal, pero en este caso el incremento de Ca?* citoplas-
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 esta presente y la relacién entre el
Ca’" luminal e intracelular es virtualmente lineal. Se requirieron varios minutos para
restablecer el acceso a estas fuentes ocultas de Ca®", como se observé al aplicar un tercer
pulso de cafeina, donde ahora el plano fase obtenido fue similar al del primer pulso de
cafeina, véase el panel (B). Estos datos sugieren que el periodo refractario en el proceso
de liberacién de Ca?" pudiese deberse més al tiempo requerido de estructuracién de la

fuente oculta de Ca>" que a la inactivacién de los canales de liberacion del RS.

En CML de vejiga urinaria de cobayo, la aplicacion de un estimulo de cafeina (Caff)
por 5 s indujo un decremento de la senal de Mag-Fluo4. Asociado con éste se observo
un incremento de [Ca®"];, vea el panel (A) de la Figura 15. Una vez terminado el es-
timulo de cafeina, la sefial de Mag-Fluo4 se recuper6 hasta llegar a los niveles basales.
Dicha recuperacion refleja la actividad de la bomba SERCA en su funcién de reestable-
cer el Ca" del RS. Posteriormente se aplicé tapsigargina (Tgn) para inhibir a la bomba
SERCA. Observe que no se alteran los niveles de Ca®* del RS después de la aplicacién
de tapsigargina. Un segundo estimulo con cafeina, produjo un transitorio de Ca*" de
menor amplitud y la misma respuesta de vaciamiento del Ca?* luminal, pero en esta
ocasion, la sefial de Mag-Fluo4 no se recuper6 al terminar el estimulo de cafeina. Estos
datos sugieren que no existe una relacion directa entre la reducciéon en la amplitud de las
respuestas de Ca?* del depoésito y la sefial correspondiente de Ca?* citoplasmico, puesto
que las respuestas de Ca*" del reticulo son similares, mientras que la amplitud de la
sefial de Ca®" citoplasmico disminuye significativamente después de inhibir la bomba
SERCA. Ademaés, al analizar los planos fase de los cambios en el Ca®" 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 liberacion eficiente de Ca®* atin cuando el nivel

de Ca?" libre dentro del RS se mantenga inalterado [46].

25



300

[Ca’] (bt} =
=
{ =)

00
- D
2
I 1.0
<
g 4.9
E,h ' 30 s
f:‘ 0.3
Caff Caff Caf
18y = e Fired pulse (©) 5 =

o Thind pulsa e — Second pulsa

i
=
]

Luminal Ca™ reduction %)
&
|

Luminal Ca™ reduction (%)
-
|

Sl ' <0 =
50 i I
-10U= -0
120 120 =
I L] ! I L] I I ] I L] I L]
H a 40 B2 B0 it 1} 20 40 a0 &0 100
Cytaplasmic ca®™ rasponse (%) Cyioplagmic Ca” responss (¥o)

Figura 14: La capacidad amortiguadora presenta un periodo refractario. La recu-
peracién de la capacidad de Ca®" del RS no es instantanea con la recuperacion del nivel

basal de Ca®". Imagen tomada de la referencia [1].

La pregunta que se gesta a partir de los resultados anteriormente discutidos seria:
;donde se localiza esta supuesta fuente oculta de Ca>*? Un posible canditado son las pro-
teinas del RS que unen Ca?*, como es el caso de la CSQ que también tiene la capacidad
de formar polimeros. Para estudiar la relacién entre la unién de Ca** y la polimerizacién
de CSQ inducida por Ca®", Park et al [44] determinaron la cantidad de Ca®" unido a CSQ
cardiaca (cCSQ), CSQ de musculo esquelético (sCSQ) y a una mutante de CSQ cardiaca

(A-C27 ¢CSQ), utilizando la técnica de espectroscopia de absorcion atéomica.
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Figura 15: La liberacién de Ca®" inducida por cafeina involucra 4 fases que depen-
den de la actividad de la bomba SERCA. Panel A, registro simultaneo de Ca?* cito-
plasmico (superior) y del RS (inferior). Panel B, una inspeccién detallada de las respues-
tas mostradas en el panel A muestran que la cafeina induce un incremento en [Ca®"];
antes de cualquier reduccién de [Ca**]rg (fase 1) seguido de una reduccién abrupta en
[Ca?"]gg sin un efecto notable en [Ca®]; (fase 2). Note que la inhibicién de la bomba
SERCA con tapsigargina fusiona las fases 1 y 2 en una reduccién linear de [Ca®*]zg

asociada con un pequefio incremento en [Ca**];. Imagen tomada de la referencia [46]

En la Figura 16 se puede observar que la sCQS muestra una mayor capacidad para
unir Ca?*, comparada con la cCSQ. Por su parte, A-C27 cCSQ muestra una reduccién
de la capacidad mayor al 50 por ciento comparado con las CSQ nativas. En las graficas
de ¢CSQ y sCSQ hay diversos cambios en la curvatura que sugieren que no hay un
comportamiento monoténico de unién a Ca®", esto se hace todavia més claro cuando se
convierten los datos a una grafica tipo Scatchard, véase la Figura 17. Esta grafica muestra
que la constante de disociacién (pendiente) va variando segtn la cantidad de Ca®" unido

a la CSQ. Como resultado de este analisis, podemos decir que las caracteristicas de unién
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de ambas proteinas varian o tienen transiciones que se inducen por los cambios en la

concentraciéon de Ca?*.

De los datos anteriores Park sugiere que los cambios en la capacidad de unir Ca"
de la CSQ estan intimamente ligados a cambios de su polimerizacion. En la Figura 18 se
muestra que la dimerizacién de CSQ ocurre en un rango de concentraciéon de Ca?* de 0.5
a 2.5 mM, y por arriba de estas concentraciones se detectan poblaciones de tetrameros. La
importancia de los dimeros, o estructuras superiores, es que el Ca>" pudiese funcionar
como pegamento para producir la multimerizacién de la CSQ y que este Ca®>" no se
intercambia con el Ca?* libre que si se adsorbe a la superficie externa de la CSQ. Estas
caracteristicas de la CSQ sugiere una posible explicacién de la observacion de que el
RS/E proporciona una gran cantidad de Ca*" con una reduccién minima en [Ca*"]xg

[45, 2, 47].
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Figura 16: Polimerizacion de la CSQ. Imagen tomada de la referencia [44].
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Figura 17: Grafica tipo Scatchard de la unién de Ca*" a CSQ. Imagen tomada de la

referencia [44].
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Figura 18: De mon6meros a polimeros de CSQ. En la imagen se muestra que la CSQ
pasa por diferentes estados conforme aumenta [Ca®"], de monémeros (M), a dimeros

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

Para estudiar los efectos del cambio en la concentracién de Ca®t luminal en los
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mecanismos de liberaciéon de Ca?*, S. Gyorke 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 Ca®' del lado luminal (lado
trans). El incremento de Ca®* de 20 M a 0.2-20 mM resulté en un incremento de 1.2 a
7 en la probabilidad de apertura, manteniendo una concentracion citoplasmica (lado cis)
de ~ 100 nM (cispCa7). El efecto del Ca®" luminal fue mayor a bajos niveles de Ca*"
citoplasmico (cispCa7) que a altos niveles (cispCa6). Estos resultados sugieren que la
liberacion de Ca** por medio de los receptores de rianodina est4 modulada por el Ca**

luminal, véase la Fig. 19.

Guerrero-Hernandez et al [1], propusieron un modelo hipotético de como los canales
de liberacion de Ca®" tienen acceso a las fuentes ocultas de Ca*". En el panel (A) de la
Figura 20 la imagen representa como los iones de Ca?" estan secuestrados por proteinas
luminales que enlazan Ca®". Estos iones de Ca?", que se encontrarian entre las protei-
nas secuestradoras, no se intercambian con el Ca®" libre luminal. De hecho el modelo
propone la idea de que la cantidad de Ca®* atrapado por las proteinas luminales es may-
or que el Ca®" libre luminal. Esto se refleja en una diferente densidad de puntos. En el
panel (B) se representa la fase 1 de la liberacién de Ca?*, donde los canales de liberacién
activos inducen la despolimerizacién de las proteinas que unen Ca®". Para producir un
incremento localizado de Ca?* luminal cerca de los canales de liberacion (circulos rojos),
los iones de Ca?* llegan al citoplasma como consecuencia de que el control por el Ca**
luminal abre un mayor numero de canales de liberacion. Esto significa un incremento
del Ca®* citoplasmico sin una reduccién en el Ca*" luminal. Si durante la liberacién
de Ca?* de las proteinas luminales, el poro de los canales de liberacién estuviera blo-
queado o no se reclutasen un niimero mayor de canales de liberacién, entonces el Ca*"
podria difundir hacia el interior del RS haciéndose evidente como un incremento detec-
tado por los indicadores de Ca®" dentro del RS . En el panel (C) se representa la fase
2 que involucra la extenuacién del Ca* liberado por las proteinas del RS, de forma tal
que ahora los canales de liberacién mueven tinicamente Ca®" luminal, lo que se ve re-

flejado en una fuerte reduccién en el Ca®>" luminal con un efecto muy pobre en el Ca?*
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intracelular. Es importante recordar que la recuperacién de esta fuente oculta de Ca**
implica la transicion del estado representado en (C) hacia el estado mostrado en (A), en
una condicién en la que no sélo es necesaria la recuperacién del Ca** luminal por medio
de las bomba SERCA, sino también la reorganizacién de la fuente oculta de Ca**. En el
panel (D) se muestran los canales de fuga, ellos no pueden inducir la despolimerizacién
de las proteinas que enlazan Ca®*, asi que cuando estos canales se abren sélo movilizan
el Ca* libre luminal, y en consecuencia no muestran un efecto importante en el Ca®"
intracelular. Sin embargo, los canales de fuga pueden activar la bomba SERCA al reducir
el Ca?" luminal produciendo un nuevo estado que facilite la interaccién de las proteinas

que unen Ca*" con los canales de liberacion.
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Figura 19: Probabilidad de apertura del receptor de rianodina al incrementar las

concentraciones de Ca>* luminal (trans). Imagen tomada de la referencia [48].
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Figura 20: Modelo hipotético de como los canales de liberacion de Ca®" tienen

acceso a las fuentes ocultas de Ca®". Imagen tomada de la referencia [1].

Igualmente, Dagnino et al [22] demostraron que los IP3Rs también pueden inducir un
incremento en la concentracién de Ca** luminal cuando son activados via los receptores
muscarinicos, y al mismo tiempo son parcialmente bloqueados con heparina. Estos datos
confirman que tanto los RyRs como los IP3Rs inducen liberacién de Ca®" de las proteinas

luminales en respuesta a la activacion de estos canales de liberacion.

La presencia de estas fuentes ocultas de Ca" es evidente en células cardiacas, puesto
que la sobreexpresiéon de CSQ conteniendo una mutacién puntual (CASQ2733@Q) produce
chispas de Ca®" de gran amplitud, aunque aqui parece que el reticulo est4 agotado par-
cialmente por la reduccién en la concentracion del Ca®* libre luminal [49]. Adicional-
mente, la reduccién en la concentraciéon de Ca?* libre luminal es similar para la chispas
de Ca’" pequefias que para las ondas de Ca*" grandes [45]. Todos estos datos implican
que el cambio en la concentracién de Ca®* libre luminal no puede ser correlacionado con
la cantidad total de Ca®" liberado por el RS, de forma tal que nosotros hemos hipoteti-

zado que hay una fuente oculta de Ca®" luminal para estos canales liberadores [1].
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2.2. Interaccion o comunicacion funcional entre los componentes

del RS/E

Otras evidencias apoyan la idea de que el RS no funciona como un simple reservorio
de Ca?", sino que hay interaccién o comunicacién entre sus componentes. Tipicamente,
la bomba SERCA esta involucrada en el mantenimiento y reabastecimiento interno de las
pozas intracelulares de Ca®" [50]. Sin embargo, el bloqueo de la bomba SERCA produce
respuestas de Ca®>" inducidas por agonistas para el RyR e IP3R mas lentas y de menor
amplitud, ademas de un mayor vaciamiento del RS [3]. Este tipo de respuesta no puede
ser explicado por una reduccién en los niveles de Ca®" libre luminal o por la fuga de
Ca** del RS [3]. La necesidad de que la bomba SERCA esté activa para una liberacién
de Ca®" eficiente parece que involucra otro mecanismo que modula de alguna forma la

disponibilidad del Ca?* dentro del RS [3].

Estudios cinéticos de la liberacién y reabsorciéon de Ca®" en vesiculas del RS mues-
tran que la velocidad de reabsorcién de Ca®" incrementa conforme aumenta la velocidad
de liberaciéon de Ca**. Lo anterior sugiere que la liberacién y reabsorcién de Ca?* no
operan de forma independiente y que de hecho estan coordinadas [29]. Se ha propuesto
que la activacion 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 Ca?" luminal [51]. Esto es porque se libera Ca®", de estas proteinas
ante un nimero bajo de RyRs abiertos [51]. Estos cambios conformacionales se han aso-
ciado con la activacién de la bomba SERCA antes de la reduccion de los niveles de Ca**

luminal [52].

En células acinares pancreaticas se ha mostrado que la inhibicion de la bomba SERCA
con tapsigargina resulta en la eliminacion del sitio de iniciacion y propagacion de la onda
de Ca®" lo cual, reduce la velocidad con la que se libera Ca?* y elimina los gradientes
de Ca®" intracelular antes de cualquier disminucién en la poza de Ca*" [53]. Se ha
reportado que la rapida inhibicién 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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propagacién de la onda de Ca*" [55]. En células HeLa se ha mostrado que la rapida
inhibicién de la bomba SERCA, para evitar cualquier reducciéon de la concentraciéon de
Ca?" libre luminal, disminuye liberacién de Ca?* mediada por IP; y potenciada por his-
tamina [30]. En CML, TG disminuye la amplitud y la velocidad de subida de la liberacion
de Ca®" inducidad por cafeina y carbacol [3, 22]. Por otra parte, en CML la inhibicién
de la bomba SERCA con TG decrece la sincronizacién de las chispas de Ca?" durante
la aplicacién de cafeina, incluso cuando el reticulo se encuentra sobrecargado de Ca?"
[32]. En células cardiacas, la sobre expresion de los receptores adrenérgicos incrementa
tanto la actividad de la bomba SERCA como la amplitud y la frecuencia de las chispas de
Ca?", a pesar que la concentracién de Ca®" y la carga de Ca®" en el reticulo no estaba
alterada [31]. Colectivamente, estos datos sugieren que las bombas SERCA juegan un
papel importante no sélo en el rellenado de las pozas intracelulares de Ca**, sino que

también facilitan la activacidn de los canales de liberacién.
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3. Marco teorico

“Essentially all models are wrong, but some are

useful.”

—George Box

Los procesos bioldgicos son procesos complejos que no pueden ser explicados a partir
de principios basicos, y sus resultados no siempre pueden preveerse a partir de la intui-
cién. Los experimentos guian a hipotesis bioldgicas, pero con frecuencia no es claro si
estas hipotesis se pueden combinar en un esquema mayor porque es dificil visualizar el
comportamiento global de un sistema complejo a partir del conocimiento de sus partes.
El modelado matemaético y las simulaciones computacionales pueden ayudar a entender
la naturaleza y la dindmica de estos procesos [56].

Un modelo es una representacion abstracta de estos procesos bioldgicos que pueden
ayudar a explicar algunas de sus caracteristicas. Un modelo representa aspectos especifi-
cos de la realidad, de forma tal, que si se hace apropiadamente, esto es suficiente ya que
la intencion del modelado es responder preguntas especificas [56].

Para conocer que tan rapido cambia un proceso, por ejemplo la concentracion de
Ca*" en un compartimento intracelular generalmente involucra razones de cambio o
derivadas. De aqui que la descripcion matematica o el modelo matematico para este
proceso puede ser una ecuacion diferencial [57]. Esto es, una ecuaciéon que contiene las
derivadas de una o méas funciones desconocidas (o variables dependientes), con respecto
a una o mas variables independientes, es llamada ecuacion diferencial (ED) [57]. Una
ecuacion diferencial que contenga las derivadas de una funcién de una sola variable se
denomina ecuacion diferencial ordinaria (EDO) [58]. Las ecuaciones diferenciales ordi-
narias (EDOs) han sido una de las herramientas mas utilizadas para modelar estos pro-
cesos bioldgicos. Por medio de las EDOs se puede simular y predecir su comportamiento
dinamico. 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 estan con-
siderados en el modelo [56]. Las EDOs que describen estos procesos, en muchas de las

ocasiones no pueden ser resueltas por formulas analiticas y deben ser aproximadas a
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partir de métodos numéricos. En la secciéon 3.1 se presenta de manera general la técni-
cas utilizadas para realizar el planteamiento de un modelo matematico para estudiar la
dinamica de Ca®" intracelular. En la seccién 3.2 se presentan el método de Runge-Kutta

como un método para resolver un sistemas de EDOs.

3.1. Uso de modelos matematicos para el estudio de la dinamica de

Ca?" intracelular

Una de las principales razones por las que la dinAmica de Ca** intracelular comenzé
a ser del interés de los modeladores matematicos es que [Ca*"], muestra un compor-
tamiento espacio-temporal altamente complejo [5, 59]. Debido a que hay una tremenda
variedad de mecanismos que controlan las concentraciones de Ca* intracelulares, no
es realista esperar que un sélo modelo pueda capturar los comportamientos mas impor-
tantes de todos los tipos celulares [59]. Sin embargo, muchos de los modelos matematicos
comparten caracteristicas en comun, y se puede tener un enfoque general de la dinamica
de Ca?* al estudiar un pequefio niimero de modelos matematicos [59].

En el 2003, Berridge et al [4] introdujeron el concepto de la caja de herramientas de
la sefializacion por Ca?*. Esta caja contiene un gran ntimero de componentes (recep-
tores, proteinas G, canales i6nicos, amortiguadores de Ca®", bombas, intercambiadores,
etc). De aqui que las propiedades espacio-temporales de [Ca®"], se ven modificadas por
el nivel de expresion de cada uno de los componentes de la caja de herramientas [4].
Los modelos matematicos para la dinimica de Ca*" siguen una aproximacién modular
similar. Cada miembro de la caja de herramientas a nivel celular tiene un médulo co-
rrespondiente en la caja de herramientas del modelado matematico (y si no existe este
puede proponerse). Entonces, para construir un modelo matematico para la dindmica
de Ca?" de una célula, uno combina los componentes apropiados a partir de la caja de
herramientas del modelado matematico [59].

Por otra parte, si se considera que la concentracién de Ca** es homogénea en toda la

célula, la concentracién de Ca?" libre en el citoplasma se puede representar por [Ca®*];
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[59]. Dénde [Ca®"]; es una funcién que depende del tiempo (t), [Ca®*(t)];, y no tiene
dependencia espacial. Asi mismo, se puede representar la concentraciéon homogénea de
Ca’" en el RS por [Ca®"]rs [59]. Ahora veamos, de la misma manera que en Fisica se
define la velocidad de un mévil como la derivada del espacio respecto al tiempo, el flujo
neto de Ca?* en un compartimento celular (x) se puede definir como la derivada de la

concentracion total de Ca** respecto al tiempo 6 en notacién matematica, se tiene:

d(w[Ca*t]r,) ~

= Jneto; 9
. t o

dénde v es el volumen del compartimento, y J,,;, es el flujo neto de Ca®* dentro del
compartimento, en unidades de numero de moles por segundo. Usualmente se considera
que el volumen de la célula y de sus compartimentos internos son constantes, en cuyo

caso la ecuacion (9) se escribe como la ecuacion (10):

d[0a2+]T$ o Jneto
dt neto — v .

(10)

Aqui, Jyet0 €s el flujo neto dentro del compartimento por el volumen de dicho com-
partimento, y tiene unidades de concentracién por segundo [59]. Un ejemplo de un dia-
grama de algunos de los flujos de Ca®>" involucrados en el control de Ca*" intracelular
se muestra en la Figura 21. En vista de los flujos mostrados en la Figura 21, el flujo neto

de Ca?" en el citoplasma, queda representado por la ecuacion (11):

d O(I2+ i
% = Jryr + Joav — Jup — JsErca — J4 + J_. (11)

De la misma manera, el flujo neto de Ca?* en el RS/E queda representado por la

ecuacion (12):

d[0a2+]TRS/E

o = a(Jserca — Jryr) + J_rs/E — J1rs/E, (12)

donde el parametro o denota el cociente del volumen del citoplasma con respecto al vo-

lumen del RS/E. Este parametro es necesario porque [Ca*"|7; y [Ca®T]rrs /E se refieren
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a diferentes volumenes. Debido a que el volumen del RS/E es menor que el del citoplas-
ma, el flujo de Ca* del citoplasma al RS/E causara un cambio mayor en la concentracién
de Ca?" dentro del RS/E de lo que hace en el citoplasma [59].

Espacio
extracelular

C32+
amortiguado

Citoplasma

Figura 21: Ejemplo de un diagrama que muestra algunos de los flujos involucrados
en el control de Ca?* intracelular. Una depolarizacién en la membrana plasmatica, in-
duce la apertura de los canales de Ca®>" dependientes de voltaje y por consecuencia una
entrada de Ca®" al citoplasma (Jcqy ). Los flujos de Ca®" que aportan Ca?* al citoplas-
ma estan representados por las flechas azules. Los flujos de Ca?" que remueven Ca**
del citoplasma estan representados por las flechas rojas. El Ca®" puede ser liberado del
RS/E por los RyR (Jgyr) y removido del citoplasma via la bomba SERCA (Jsgrca) 0 via
los mecanismos de remocién de Ca?* localizados en la membrana plasmética (J;p). El
Ca?" también se puede encontrar asociado (J_) o disociado (.J,) de las proteinas amor-
tiguadoras tanto en citoplasma como en el RS/E, (J_grs/r) y (J4rs/r)- Imagen modifica-

da de la referencia [59].

Si en el modelo que se esté analizando se requirieran flujos adicionales como los
flujos mitocondriales, intercambiadores, entre otros, estos se pueden agregar a las ecua-
ciones (11) o (12). Incluso, si se deseara analizar la dindmica de la concentraciéon de Ca**
en otro compartimento, se debe escribir su respectiva ecuacion diferencial con sus flujos

correspondientes.
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Cabe mencionar que para las expresiones matematicas de cada uno de los flujos J
existen numerosas posibilidades [59]. Por ejemplo, basados en los resultados experimen-
tales de Lytton et al. el transporte de Ca®* por medio de la bomba SERCA puede ser re-
presentado por expresién tipo Hill [17]. Un modelo mas detallado del transporte de Ca*"
por medio de esta ATPasa puede incluir los dos diferentes estados conformacionales E;

y Es de su ciclo catalitico [60].

En general, las ecuaciones para [Ca®"]r; y [Ca*"]rrs/p estan acopladas a otras
ecuaciones que describen por ejemplo, los estados del IP3R, los estados de las bombas
ATPasas, los amotiguadores de Ca?*, la concentracién de IP3, entre otros [61, 62, 63, 64].
Estas técnicas de modelado para la dindmica de Ca®* han servido para proponer un gran

numero de modelos matematicos [5].

3.2. Los sistemas de EDOs

El planteamiento de modelos matematicos para la dinamica de Ca®" intracelular
generalmente involucra sistemas de EDOs que no pueden ser resueltos analiticamente.
Esta seccion tiene como finalidad presentar al método de Runge-Kutta de cuarto orden.
Este método es uno de los mas utilizados para integrar numéricamente un sistema de

EDOs.

Considere el siguiente problema de valor inicial,

dx
E :f(t,x,y) x(to) = X,
con (13)
dy
at = 9(7575% Z/) y(to) = Yo-

Una solucién para el sistema de EDOs (13) es un par de funciones diferenciables x(t)
y y(t) con la propiedad que cuando ¢, z(t) y y(t) son sustituidas en f (¢, z,y)y g(t, x,y),

el resultado es igual a la derivada 2/(t) y 3/(t) [65], es decir,
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con (14)

3.2.1. Soluciones numéricas para los sistemas de EDOs

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

encuentra al considerar las diferenciales [65]:

dr = f(t,z,y)dt y dy = g(t, z,y)dt. (15)

A continuacion se expondra el método de Euler como antesala para presentar el
método de Runge-Kutta de cuarto orden. El método de Euler esta basado en el significado
geométrico de la derivada de una funciéon en determinados puntos [58]. Suponga que se
tienen las curvas z(t) y y(t) que solucionan el sistema de EDOs (13) y se trazan las
rectas tangentes a las curvas en las condiciones iniciales (o, zo) ¥ (o, o). 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 ¢; como una aproximacion a los valores

deseados 1 (t1) y y1(t1), vea la Figura 22.

(A (B)

X0 A VO AN

Recta curva solucidn yit)

Recta
tangents

K e o o o

Ky s o o : Aproximacién ol H Aproximacién
] A H alvalor Vil - 5 ol
xyity) Yaits)
sl
N N
I /7 I 7/
tg tq 1 tp tq t

Figura 22: Método de Euler. Dados los puntos (¢y, zo) vy (to,%o), se pueden calcular

los puntos (¢1,21) y (t1,y1) utilizando las rectas tangentes cuando se aproximan a los

puntos de tangencia (¢, zo) v (to, o) [58]-
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Utilizando la ecuacién de la recta, se pueden calcular la ecuaciones de las rectas

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

(to, o) ¥ (to, Yo),

T =xo+ my(t — 1),
(16)
Y = yo + my(t —to),

dénde m, y m,, son las pendientes. En este caso, las pendientes de las rectas tangentes

se calculan con la derivada:

My = x/\(two,yo) = f(to, zo, o),

(17)
my - y/‘(to,zto,yo) - g(t(]a Zo, yO)
Por lo tanto, las ecuaciones de las rectas tangentes son:
T =129+ f(tOMTOa yO)(t - tO)a
(18)

Y = Yo + g(to, o, o) (t — o).
De manera general el método de Euler para resolver el sistema de ODEs (13) se
formula de la siguiente manera. Las diferencias dt = {11 — tg, dp = Tpy1 — T y

dy = Yr+1 — Yi son sustituidos en las ecuaciones diferenciales (15) [65] para obtener:

Th1 — T = f(tr, T, Yi) (Lo — i),
(19)
Ykt1 — Yk = 9(tk, Ti, i) (Ers1 — tr)-

Si el intervalo a < ¢t < b es dividido en M subintervalos de ancho h = (b — a)/M,
se puede generar un conjunto de puntos t;1 = t;, + h. Este conjunto de puntos es usado
en el sistema de ecuaciones (19), para obtener el conjunto de formulas recursivas (20) del

método de Euler [65]:

tpy1 =ty + A,
Tpy1 = g + 0 f (te, Th, Yn), (20)
Yk+1 = Y + hg(te, T, Yr) para k=0,1,..,M — 1.
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Este método es facil de implementar en algiin lenguaje de programacion, pero tiene
la desventaja de que su precisiéon decae conforme aumenta t. Un método mas 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 z y y, para obtener los va-

lores ;11 y Yr+1 [65]- Las formulas recursivas del método se presentan a continuacion:

h
Tyl = T + 6(f1 +2fo 4 2f5+ fa),

h (21)
Ye+1 = Yk + 6(91 + 292 + 293 + 94),
donde,

fi = f(te, xk, yi), g1 = 9(tk, Thy Yr),

h h h h
fo=f(ty + 50Tk + §f1>yk: + 591)7 g2 = g(tx + 5 Tk + §f1>yk: + 591),

h h h h h h
fs=f(tx + 50Tk + §f2>yk’ + 592)7 g3 = g(tx + 5Tk + §f2>yk’ + 592),

fo= f(ty + h, 2, + hfs, yx + hgs), g1 = g(te + b,z + hfs, yi + hgs).

Con el método de Runge-Kutta de cuarto orden, los valores xx1 y yx+1 son determi-
nados por los valores actuales xj, y y; mas 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 ¥ g2 son las pendientes en el punto medio del intervalo, usando los valores de

f1y g1 para determinar el valor de = y de y en los puntos xj, + % y Yk + %

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

valores de f5 y g2 para determinar el valor de x y de y.

f4y g4 son las pendientes al final del intervalo, con el valor de x y y determinado

por f3y gs.

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

punto medio:
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m i t2a+2f3+ fa
e 6

(22)

g1+ 292+ 293+ ga
v 6

(23)
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4. Justificacion

“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 dinimica de Ca?* dentro de los
compartimentos celulares ha derivado en la investigacién de la sefializacién por Ca**
en diversos procesos fisiologicos como: el acoplamiento de excitacion-contraccion del
musculo esquelético, la regulacién del tono vascular, la participacién del Ca®* en la ge-
neracion de la frecuencia cardiaca, la excitabilidad neuronal, la exocitosis de hormonas
en células enddcrinas, etc. Desde el punto de vista de liberacién masiva de Ca?* por
medio de los RyR, el RS sigue una dindmica contraintuituiva como lo discutimos en el
capitulo 2. EI RS tiene la capacidad de donar Ca®", es decir, de producir un incremento
significativo en la concentracién de Ca®" en el citoplasma sin una aparente disminu-
cién de Ca" libre en el reticulo. Ademés, esta capacidad de donar Ca®" requiere de un
tiempo de restitucion, en otras palabras, la capacidad del reticulo de donar Ca** signi-
ficativamente no esta disponible todo el tiempo [1]. Sin embargo, a pesar de la amplia
informacién y caracterizaciéon de la dindmica de Ca*" intracelular, hay preguntas que
permanecen sin respuesta, como resultado de que la naturaleza de la liberacién de Ca**
no ha sido entendida del todo. En el centro de estas preguntas esta: ;cual es la fuente que
dona Ca®* dentro del RS/E?, ;por qué esta fuente no esté disponible todo el tiempo?, ;por
qué hay un aumento del nivel de Ca®" en el lumen del RS/E, asi como de la actividad de
la bomba SERCA cuando se abren los canales liberadores de Ca**?, ;por qué disminuye
la amplitud y la velocidad del transitorio de Ca®" una vez que se ha inhibido la bomba
SERCA? Como no ha sido posible observar simultAneamente la dindmica del Ca®* libre
luminal y la cantidad de Ca®" unido a proteinas luminales [BCa]rg experimentalmente,
se propone abordar estas preguntas a través de modelado matematico. Los avances en
Bioinformatica y Biologia de Sistemas proporcionan herramientas para poder responder

a estas preguntas [66].
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5. Hipotesis

“There’s two possible outcomes: if the result
confirms 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 Ca®" entre el lumen del RS/E y el citoplasma es muy grande [67]
de forma tal que al abrir los canales liberadores de Ca®" se produciria una reduccién
inmediata en la concentracién del Ca* libre luminal ([Ca®"]rs) [1]. Sin embargo, re-
gistros simultaneos de la concentracién de Ca®" libre luminal e intracelular muestran
que el proceso de liberacién de Ca*" es mucho mas complejo de lo que previamente se
habia visualizado [1]. Estos experimentos muestran que el Ca®" intracelular ([Ca®*];)
aumenta sin una reduccién significativa en [Ca*"]gg [1]. Debido a que el Ca*" no es
un metabolito, no se sintetiza, ni se degrada, sélo cambia de compartimento celular, es-
tos experimentos no son faciles de interpretar basados en la ley de conservacion de la
materia [1, 2]. De aqui que la hipotésis de este trabajo es que hay una dinadmica entre
el Ca®* luminal y las proteinas amortiguadoras de Ca®" del RS/E diferente a la cinética
saturable o estandar, que pudiese explicar el comportamiento contraintuitivo del reticulo

endoplasmico/sarcoplasmico como fuente de Ca?*.
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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 reticulo sarcoplasmico como fuente

de calcio.

6.2. Objetivos particulares

1. Desarrollar un modelo mateméatico para analizar los cambios en [Ca?t]; y [Ca®" |rs
que permita explicar el comportamiento contraintuitivo del reticulo como fuente

de Ca?*.
2. Validar el modelo matematico con base en resultados experimentales.

3. Determinar las condiciones en las que el modelo matematico permite reproducir

los experimentos de la inhibicién 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 Jeffries

En este capitulo se exponen los materiales y los métodos seguidos para el desarro-
llo de este proyecto. En la seccién 7.1 se describe brevemente como se obtuvieron los
datos experimentales con los que se valido este trabajo. En la seccién 7.2 se presenta el
desarrollo del modelado matematico y en la secciéon 7.3 se describen y se presentan los

valores de los parametros del modelo.

7.1. Obtencion de los datos experimentales

Los datos experimentales con los cuales se validaron los resultados de los modelos
matematicos desarrollados en esta tesis fueron obtenidos por la Doctora Norma Leticia
Gomez Viquez (Figuras 26, 27, 28 y 29) [68] y el Dr. Adan Dagnino Acosta (Figuras 35
y 36) [22]. Los datos experimentales me fueron proporcionados gracias al Dr. Agustin
Guerrero Hernandez. A continuacion se expone brevemente el tratamiento de los ani-
males para estos experimentos, asi como el asilamiento de las CML y el registro de Ca®"

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 investigacion fueron desarrollados de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para
el uso y cuidados de animales (NOM-062-Z00-1999). Adicionalmente, el protocolo usa-
do fue aprobado por el comité de ética sobre animales de experimentacion (CICUAL-
Cinvestav) con el nimero de referencia 0306-06, y renovado con el nimero 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 Ca®" intracelular

Las CML fueron aisladas a partir de vejiga urinaria de cobayo y cargadas con Fura-2
para registrar el Ca*" intracelular como se detalla en [3]. Los registros simultaneos de
la concentraciéon de Ca®* 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 liberacién de Ca®" fue inducida al aplicar dosis de cafeina de 20 y 2
mM con pipetas de inyeccién [3]. La inhibicién de la bomba SERCA se hizo con pulsos

cortos de tapsigargina como previamente se describi6 en [3].

7.2. Desarrollo del modelo matematico

Para el desarrollo del modelo matematico se considerd a las CML como dos compar-
timentos, el citoplasma y el RS (vea la Figura 23). Dénde [Ca®*]p; y [Ca*"]rrg repre-
sentan la concentracion total de Ca?* en cada compartimento, respectivamente. El flujo
de Ca?* del citoplasma hacia el espacio extracelular por medio de todos los mecanismos
de remocién de Ca" (con excepcién de la bomba SERCA) se representa por J;. El flujo
de Ca®" de RS hacia el citoplasma por medio de los RyR presentes en la membrana del
RS se denota como J,. El flujo de Ca?* del citoplasma hacia el RS por medio de la bomba

SERCA, la cual est4 anclada en la membrana del RS, estara representado por Js.

(" )

I L
41 T
B
Js N

\_ J

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, asi como los flujos entre los compartimentos.
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Partiendo del hecho de que en nuestro modelo los flujos de Ca?>* que aumentan la
concentracion del ion en el compartimento llevan signo positivo, y los que lo disminu-
yan llevan signo negativo, el flujo neto que regula tanto [Ca®*]y; como [Ca®T]rrg esta

determinado por las expresiones de las ecuaciones (24) y (25):

d[CaQJ’]TZ-

=—J 4+ Jo— J 24
7 1+ Ja 3, (24)

d[Ca2+]TRS _ Jg — JQ (25)
dt v

todos los flujos tienen unidades de concentracion/tiempo las cuales son referidas al volu-
men del citoplasma. Cémo se expreso en la seccion 3.1, [Ca®*]r; y [Ca?T]rgs se refieren
a diferentes volimenes. Debido a que el volumen del RS es menor que el del citoplas-
ma, el flujo de Ca?" del citoplasma al RS causara un mayor cambio en la concentracién
de Ca®* dentro del RS que lo que causa en el citoplasma [59]. De acuerdo con esto, en
nuestro caso -y denota el cociente de volumen entre el RS y el citoplasma.

Como se indica arriba, J; representa a todos los mecanismos de remocién de Ca*" y
basados en la observacion de que este proceso tiene una cinética de primer orden, como

se demuestra en [39], se propone que:

Ji = a([Ca*"); — [Ca?t]), (26)

(2

dénde [Ca*"]; es la concentracion de Ca®* libre en el citoplasma, [C'a®*|, representa la
concentracién Ca®" citoplasmica basal, y a es la constante cinética de primer orden para
este flujo.

Por otro lado, partiendo de la evidencia de que no existe potencial de membrana en
la membrana del RS [69, 70], el flujo Jo a través de los RyRs puede ser descrito por la

ecuacion (27):

Jy = by™ PO<[Oa2+]Z-, [Caf]) [[ca2+]RS — [C’a2+]i], (27)
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donde b representa la densidad (nimero) de RyRs en la membrana del RS y su conduc-
tancia unitaria. ¥ como ya se expreso es la relacion entre el volumen del RS con respecto
al citoplasma y 4" representa la superficie de la membrana del RS. Se ha reportado que
el RS/E tiene una estructura compleja como fractal, de aqui que su superficie debe ser
escalada con respecto al volumen de acuerdo a una ley de potencias, donde n, es un
parametro relacionado con la dimension fractal del reticulo [71]. Expresado en otras pa-
labras, a medida que el RS/E aumenta de tamafio, el incremento del area de su membrana
sélo equivale a la n, potencia de su volumen, lo que implica que el aumento del area
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 superficie del RS es
constante, el nimero de RyR es proporcional a ™. P, ([C&2+]i, [Caf]) es la probablidad
de apertura de un sélo RyR como funcién de [Ca®*]; y de la concentracién de cafeina
[Caf] usada para inducir la liberacién de Ca*" del RS y [C'a**|gs es la concentracién
de Ca*" libre en el lumen del RS.

Referente al flujo J3, considerando que la bomba SERCA depende de manera sig-
moidea del Ca®", y siguiendo a Lytton ] et al [17], la actividad de la bomba SERCA se

modela por la siguiente expresion:

Cayy
=c
Kns + [Ca?t]7

dénde c representa el flujo maximo de Ca®" a través de la bomba SERCA, K, corres-

J3

(28)

ponde a la concentracién de Ca?' con la cual la velocidad de transporte de la bomba
SERCA alcanza un valor igual a la mitad de la velocidad méaxima de reaccion, y n, es un
coeficiente de Hill.

Como se expresé en la seccién 1.6 en el citoplasma los iones de Ca®" pueden estar
libres o unidos a proteinas amortiguadoras. Por definicion, la capacidad amortiguadora
de Ca?* (§3) es el cociente entre el incremento de Ca** unido a proteinas y el incremento
en la concentracién de Ca?* libre [Ca®"] [35]. En el caso de las CML se ha reportado
que [3 es aproximadamente constante [13, 39] por tanto la relacién entre la [Ca®"]; y

[Ca?*]y; esta dado por,
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A [Ca”]TZ-
6

Con respecto a la probabilidad de apertura (Po) del RyR se sabe que ésta incrementa

A[C’a“]i = (29)

cuando los iones de Ca* se unen del lado citoplasmico del receptor; un proceso que es
conocido como liberacién de Ca?* inducida por Ca?" (CICR) [26, 27, 70]. Cabe men-
cionar que este proceso es de menor eficiencia en CML comparado con células cardiacas
[72]. En este trabajo, se ha usado cafeina [Caf] para incrementar la afinidad por Ca?*
de los RyR en CML, de tal forma que ellos se abren cuando el Ca®" se encuentra a nive-
les basales [28]. Para tomar en cuenta este fendmeno, se ha propuesto que cada una de
las cuatro subunidades del RyR tiene sitios de unién a Ca** y cafeina, y estas molécu-
las interactian cooperativamente cuando estan unidas. A partir de esta consideracion y
bajo la suposicién de equilibrio quimico, la probabilidad de que haya Ca** unido a su

correspondiente sitio de union, sin importar el estado de la cafeina es:

Ca?t]; Ca?t); [Caf C’a2 i Caf
Ca?t]; Caf Ca?t); [Caf Ca +1; Caf Caf]’
1 [ C] [ ] k [ C} [ ] 1 [ ] (1 k? [ }) [ ]

dénde K¢ es la constante de disociacién del complejo RyR-Ca?*, K es la constante
de disociacion del complejo RyR-cafeina y kr > 1 da cuenta de la cooperatividad entre
Ca?" y cafeina. Bajo la suposicién de [Caf]/Kr < 1, la expresion anterior puede ser

reescrita como:

[Ca” (1 + k[Caf])
Ko+ [Ca”*]i(1+ kf[Caf])’

con ky = I% Para la deduccion de la ecuacion (30) vea el apéndice A. Finalmente

(30)

considerando que el Ca®" necesita estar unido a todas las subunidades con el fin de que el
canal se abra, y que hay cierta cooperatividad entre las subunidades [73], la probabilidad

de apertura puede ser reescrita como:

[Ca® (1 + kf[CafD]"

([C’a2+]z, [Caf]) = KX+ [[Ca?t);(1 + k¢[Caf])mF

(31)

51



con np un coeficiente de Hill. A su vez, el i6n Ca®" en el RS puede estar libre o unido
a las proteinas amortiguadoras de Ca®" localizadas en el lumen del organelo. Sea [P] la
concentracién de los sitios de unién a Ca** libres dentro del RS, y [ P-] la concentracién
de los sitios que se encuentran ocupados con Ca’". Bajo la suposiciéon de equilibrio

quimico, se tiene:

[P][Ca*"]gs
[Pc] 7

donde Ky es la constante de disociacion de esta proteina. Por otro lado, la concentracion

KR - (32)

total de los sitios de unién a Ca?" en ausencia de Ca®>" luminal estara denotado por
[ Pg]. Suponiendo que el nimero total de sitios de unién a Ca®" permanece constante, la

cantidad de sitios libres estara denotada por:

[P] = [Ps] = [Fdl, (33)

a partir de las ecuaciones (32) y (33), y despejando [ P ] se obtiene,

[Ca2+]RS
KR + [CGQJF]RS'

Por tltimo, tomando en consideracién que la concentracién total de Ca®" en el RS

[Po] = [Pg] (34)

[Ca®" ] py estd determinada por:

[Ca**|rrs = [Ca®"|rs + [Pl (35)

y despejando [Ca®']rs a partir de las ecuaciones (34) y (35), se obtiene ecuacién (36)
para la concentracién del Ca*" libre luminal ([Ca®*]rs) en términos de la concentracién

del Ca?* total ([Ca®*]rgrg) en el RS:

1 1
[Ca**rs = 3¢t 5\/62 +4[Ca**|rrs KR, (36)
dénde £ = [Ca*t]rrs — [Pr] — Kg. Esta es la aproximacién clasica para la cinética

de unién a Ca** por parte de las proteinas amortiguadoras localizadas en el lumen del

RS. Esta cinética es saturable porque, como se puede ver en la ecuacion (33), la cantidad
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de sitios libres decrece conforme la cantidad de Ca®" luminal incrementa y los sitios
disponibles se van ocupando. En este caso, la capacidad amortiguadora de Ca®* puede
ser estimada por la ecuacion (5), vea el panel A de la Figura 24. Esta grafica muestra que
/3 es una funcién decreciente de [Ca?*] que se aproxima a cero cuando [Ca?"]>> Kp.
Sin embargo, como veremos mas adelante, este tipo de cinética, que de ahora en adelante
sera llamada —Modelo de cinética estandar (CE)— no puede explicar la fase 1 de la

liberacién de Ca?* observada en CML [1, 22].

(A) (B)
20¢ 20r
CE CbD
15¢ 15¢
@ 10p @ 10
5 5

% 20 20 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160

[Ca?* ] (uM) [Ca’™] (uM)

Figura 24: La capacidad amortiguadora como funcién de la concentracién de Ca®*.
En el panel (A) se muestra la respuesta del modelo CE de la unién de Ca*" a los sitios de
las proteinas amortiguadoras (), la cual es una funcion decreciente conforme aumenta la
[Ca?"], usando un valor de K de 151.1 M y la ecuacién (5). En el panel (B) se muestra
a [3 con respecto a [Ca®"] usando el modelo CbD, la ecuacién (39) y Kp = 151.1 uM.

Como se puede observar (3 ahora es una funcién creciente conforme aumenta [Ca?*].

Como se mencioné en la seccién 2.1, Park et al [44] estudiaron la unién de Ca®* a
CSQ, una proteina amortiguadora de Ca?* en el RS (vea la Figura 16). Nosotros realiza-
mos un ajuste de los datos de unién de Ca?* a CSQ de Park et al [44] y obtuvimos las
curvas de unién de Ca?" a CSQ. De este analisis observamos que el niimero méaximo de

sitios de unién a Ca** (B,,,.,) aumentaba conforme [Ca®"] se elevaba, vea la Figura 25.
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Es decir, las curvas de unién a Ca?* presentan diferentes valores de B,,,,. Contrario a
lo esperado, B,,,,, no es constante y esta incrementando segtin la ventana de Ca" y su
grado de polimerizacion (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 microanalisis 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 dénde el Ca*" libre luminal no cam-
bia [14]. Una situaciéon que puede reflejar la habilidad de las proteinas amortiguadoras
de tener un tipo de cinética de unién a Ca?* bajo demanda. Esta observacién es compa-
tible con la suposicién de que nuevos sitios de unién a Ca®>" comienzan a ser aparentes
conforme los disponibles son ocupados. Dado que no hay marco de referencia matemati-
co para probar este nuevo paradigma, decidimos modelar este tipo de comportamiento,

sustituyendo la ecuacién (33) por la siguiente expresion:

[P] = [Pg] + [Fc]. (37)

Tomando en cuenta esta nueva expresion y repitiendo el procedimiento que guia a
la ecuacion (33), se obtiene la siguiente expresiéon que relaciona [Ca®T]zg en funcién de

[C3-2+]TRS en el RS:

[Ca**|ps = %f - %\/62 — A[Ca®*]rrs K, (38)

donde £ = [Ca*]rrs + [Pg) + Kg.
Cabe resaltar que este nuevo tipo de cinética muestra un crecimiento de la capacidad
amortiguadora de Ca" (vea el panel (B) de la Figura 24) siempre y cuando [Ca®"] sea

menor que la constante de disociaciéon Kp,

Kp
(Kp — [Ca**]gs)?’

B =Blr (39)

54



cuando [Ca?"]rg > Kp, entonces la capacidad amortiguadora (/3) también es una fun-

cion decreciente como en el modelo CE.

g 80 - 20
15
10

60

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6,

Bmax =79

Bmax = 65

moles de Ca2+ unidos a calsecuestr

Bmax = 40
20 A ———
Bmax = 22
0 L] Ll L] L] L]
0 5 10 15 20

[Ca®"] (mM)

Figura 25: Ajuste de los diferentes niveles de saturaciéon de Ca®" por parte de CSQ.
Los moles de Ca** unidos a CSQ como funcién de [Ca®*]. Los datos fueron obtenidos y
graficados de la Figura 5 de la referencia [44]. Los datos fueron ajustados a una ecuacion
de Hill. El ajuste sugiere que el nimero maximo de los sitios a unién a Ca** (B,,4.) es
una funcién creciente de [Ca®*]. El recuadro muestra el ajuste para [Ca®"] en el rango
de 0-0.6mM. Park et al. mostraron que bloqueando la polimerizacion de la CSQ se inhibe
el incremento de B,,,,, de forma tal que ahora B,,,,, alcanza un valor alrededor de 22

para todo el rango de [Ca®"] probado (linea negra) [44].

7.3. Estimacion de parametros

La descripcion de los parametros del modelo asi como sus valores se presentan a

continuacion. Cabe mencionar que los parametros fueron obtenidos de la literatura, o

estimados a partir de resultados experimentales propios.

= El parametro a esta asociado a la velocidad de respuesta de los mecanismos res-

ponsables de la remocién de Ca®" intracelular del citoplasma. Por lo tanto, el tiem-
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po de caida de los pulsos de Ca®" provocados por cafeina es mas sensible a este

parametro que a ningun otro. Empiricamente encontramos que el valor

a=30s"1,

es el que mejor permite reproducir la fase de caida de los transitorio de Ca*"

intracelular.

» El parametro b representa la conductancia maxima de los RyR. Por otra parte
encontramos que este parametro es el que mas influye en el tiempo al pico de
los transitorios de Ca®*. El valor de b que mejor permite reproducir los valores

experimentales del tiempo al pico cuando se estimula con 20 mM de cafeina es:

b=13s""1

» El parametro c corresponde al flujo maximo de Ca?" a través de las bombas
SERCA. Por tanto este parametro es el que determina qué tan rapido se rellena el

reticulo. De acuerdo con nuestros resultados numéricos, el valor

¢ =50 nMs™?,

es el que permite un mejor ajuste con los resultados experimentales.

s [Ca?t]; es la concentracién basal de Ca®™ libre en el citoplasma. De acuerdo con

Case R M et al [8], la concentracion fluctia en un rango de 75-100 nM ,

[Ca?t], =~ 75 nM.

= El parametro v es el cociente entre el volimen del reticulo y el volumen del
citoplasma. Tomando en consideracién que el volumen del reticulo en CML repre-
senta del 1 al 10 % del volumen de las células [32], este parametro toma valores en

el siguiente rango:
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v € [0.01, 0.1]

= El parametro n, es el coeficiente que le permite al modelo reproducir los expe-
rimentos de variabilidad celular (en particular la velocidad maxima de liberacion

con respecto al tiempo al pico, vea el panel (B) de la Figura 27). El valor

n, = 1,7,
es el que permite un mejor ajuste con los resultados experimentales.

= Los parametros K y n, pertencen a la ecuacioén (28) que describe el compor-
tamiento de la bomba SERCA con respecto al Ca®". De acuerdo con [17] sus valo-

res son:

K, ~ 300 nM y ng ~ 2.

= El parametro [ representa a la capacidad amortiguadora del citoplasma y tiene
un valor constante en el rango fisiologico de [Ca?"]; en CML [39]. Aunque al
valor de 3 muestra gran variabilidad entre los diferetentes tipos celulares, nosotros

seleccionamos el valor de:

£ =~ 100.

= Los pardmetros k; y ny modulan la P, del RyR (ecuacién (31)). Estos parame-
tros fueron estimados numéricamente, de forma tal que el modelo reprodujera los
experimentos de variablidad celular (especialmente la velocidad maxima de libe-
racion con respecto a A[Ca®"];, vea el panel (A) de la Figura 27). De acuerdo con

nuestros resultados numéricos los valores:
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ky~ 4 mMs ! y ny~ 138,

son los que permiten un mejor ajuste con los resultados experimentales.

El parametro K también esta involucrado en la funcién de la P, del RyR (ecuacion
(31)) y se calcula de forma tal que se satisfagan los valores de estado estacionario

tanto para [Ca®"]; como para [Ca®T]rg [8]:

[Ca?t], = 75 nM y [Ca?t]pg = 150 pM.

En estado estacionario J=]3, entonces este parametro es calculado al despejar Ko
en esta ecuacion después de sustituir [Ca®T|; = [Ca?t];, [Ca*T|grs = [Ca?T|rs

y la concentracion de cafeina igualada a cero.

El parametro K representa la afinidad de las proteinas luminales por Ca", el
valor que seleccionamos que nos permitio reproducir tanto la fase 1 (vea la Figura

31) como la recuperacién de [Ca*"]gs (vea la Figura 35):

Kpr = 1515 uM.

El parametro Py representa el numero de sitios de unién en el lumen del reticulo
en ausencia de Ca?". Este parametro fue calculado proponiendo que la capacidad

amortiguadora del RS es de 10 [22]. En otras palabras,

([Ca*t]pps — [Ca**]rs)

[C a2+]RS

~ 10.

Para el modelo CbD tenemos:

PE = 10(KR — [Ca2+]RS) .15 ,UM,
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mientras que para el modelo CE, Py es calculado a partir de la siguiente expresion:

P =10(Kg + [Ca*F|pg) .. 3 mM.
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8. Resultados y Discusion

“The purpose of models is not to fit the data but to

sharpen the questions.”

—Samuel Karlin

El gradiente de Ca®" entre el lumen del RS/E y el citoplasma es muy grande [67]
de forma tal que al abrir los canales liberadores de Ca®" se produciria una reduccién
inmediata en la concentracién del Ca®" libre luminal ([Ca®"]rg) [1]. Sin embargo, re-
gistros simultaneos de la concentracién de Ca*" libre luminal e intracelular muestran
que el proceso de liberacién de Ca*" es mucho mas complejo de lo que previamente se
habia visualizado [1]. Estos experimentos muestran que el Ca®>" intracelular ([Ca®'];)
aumenta sin una reduccién significativa en [Ca?*]rg [1]. Estos experimentos no son fa-
ciles de interpretar basados en la ley de conservacion de la materia [1, 2]. Este capitulo
tiene como fin presentar y discutir los resultados del modelo matematico propuesto para
explicar el comportamiento contraintuitivo del RS/E como fuente de Ca**.

En este trabajo desarrollamos un modelo matematico determinista que nos permiti6
estudiar la dindmica de Ca®" tanto en el citoplasma como en el RS durante el proceso de
liberacién de Ca®" por medio de los RyRs. Las principales caracteristicas del modelo se
indican a continuacién. Los mecanismos de remocién de Ca** en el citoplasma quedaron
representados por el flujo J;. El transporte de Ca** del RS hacia el citoplasma por medio
de los RyRs quedé representado por el flujo J,. El transporte de Ca?* del citoplasma hacia
el lumen del RS por medio de la bomba SERCA quedé representado por el flujo J3. De
acuerdo con la evidencia experimental, la capacidad amortiguadora ((3) en el citoplasma
se consider constante [23]. Para modelar la dindmica entre el Ca?* luminal y los sitios
de unién a Ca®" en el lumen del RS se considerd primeramente que el nimero total de
sitios de unién a Ca®" permaneciera constante. Bajo esta condicién clasica o estandar
nuestro modelo matematico recibié el nombre de modelo de cinética estandar (CE). Los
resultados y discusion del modelo CE se presentan en la secciéon 8.1. Como se vera en
la seccion 8.1 el modelo CE no nos permiti6é explicar el comportamiento experimental

de liberacién de Ca®" del RS como fuente de Ca?". Cabe mencionar que los resultados
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in silico presentados en este capitulo fueron validados con resultados experimentales
obtenidos por nuestro grupo de investigaciéon como se describe en la seccién 7.1. De la
misma manera, la liberacién de Ca®" in silico en todos los casos, se realizé simulando la

aplicacion de una dosis de cafeina de 20 mM por 5 s.

Del analisis de las curvas de unién a Ca®>" a CSQ de los experimentos realizados por
Park et al [44] observamos lo siguiente. El nimero méaximo de sitios de unién a Ca?"
(Bmaz) aumenta conforme se eleva el Ca?* en el medio (vea la Figura 25). Esto se puede
interpretar como si estuviesen apareciendo nuevos sitios de unién a Ca®>" conforme se
van ocupando. Esto se tomd en cuenta en nuestro modelo matematico de una manera
heuristica. Bajo esta condicion nuestro modelo recibi6 el nombre de modelo de cinética
bajo demanda (CbD). Los resultados y discusiéon del modelo CbD se presentan en la

seccion 8.2.

El modelo CbD nos permitié dar cuenta del proceso de liberacién de Ca®* por medio
de los RyRs inducido al aplicar una dosis de cafeina observado experimentalmente en
las CML. Una vez validado nuestro modelo CbD comenzamos a hacerle preguntas: ;qué
pasa con la dinamica de Ca®" intracelular y luminal una vez que est4 inhibida la bomba
SERCA?, ;por qué disminuyen tanto la velocidad de liberacion como la amplitud del
transitorio de Ca®" bajo esta condiciéon? Los resultados y la discusion de nuestra inves-

tigacién cuando la bomba SERCA esta inhibida se muestran en la seccién 8.3.

Asi mismo, con nuestros modelos CbD y CE abordamos la pregunta de por qué se
presenta un periodo refractario en el proceso de liberacién de Ca** inducido por cafeina
(vea la Figura 14) [1]. Para ello realizamos los experimentos in silico al aplicar tres dosis
de cafeina a diferentes tiempos, tanto al modelo CbD como al modelo CE; emulando los
experimentos que se describieron en la seccion 2.1 (vea la Figura 14) [1]. Los resultados

y discusion de estos experimentos in silico se presentan en la seccion 8.4.

En la seccién 8.5 se discuten algunos escenarios alternativos que también nos permi-
tirian explicar los resultados experimentales. Ademas de lo que otros grupos han repor-

tado acerca de la difusiéon de Ca®t dentro del RS.
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8.1. Resultados del modelo matematico utilizando cinética estan-
dar (CE) para simular la unién de Ca®" a las proteinas amor-

tiguadoras luminales

Con el fin de caracterizar los incrementos de [Ca?*]; causados por la aplicacién de
cafeina, la Dra. Gémez-Viquez indujo la liberacién de Ca®* del RS mediada por los RyRs
en los miocitos aislados de la vejiga urinaria de cobayo al aplicar un pulso de cafeina de
20 mM por 5 s. La liberacién de Ca?* inducida por este agonista se registré como cambios
en [Ca?"];. La cafeina produjo un incremento transitorio en [Ca?*]; en el 100 % de las
células estudiadas (n=12). Este incremento en [Ca®"]; alcanzé un valor promedio de
629.04-76.0 nM a partir de una [Ca®"]; basal de 64.24-4.9 nM. Un registro representativo
se muestra en el panel (A) de la Figura 26 (circulos color rojo). Este transitorio de Ca*"

representativo sirvié para validar nuestros resultados in silico.

Con el propésito de estudiar la dinamica de Ca®" tanto en el citoplasma como en
el RS durante el proceso de liberaciéon de Ca®>" 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 [Ca?*]; obtenida
de esta simulacion se muestra en el panel (A) de la Figura 26 (linea color azul). Cabe
recordar que la caracteristica principal del modelo CE es que el nimero total de sitios
de unién a Ca®" en el RS permanece constante (ecuacién (33)). El transitorio de Ca**
se gener6 cuando [Caf] tomd el valor de 20 mM en la ecuacion (31) durante 5 s. Las
condiciones iniciales utilizadas para obtener este transitorio de Ca®" simulado in silico
fueron [Ca*(0)]7;=7.5 uM y [Ca®*(0)]7rs=1.65 mM con un paso h=0.01. Los valores de
los parametros utilizados en esta simulacién se muestran en la Tabla 1. En el panel (B)
de la Figura 26 se muestra el plano fase de este transitorio simulado de Ca®" obtenido
in silico. Como se puede observar del plano fase, la trayectoria que siguen [Ca®"]zg con

respecto a [Ca®"]; carece de la fase 1 observada experimentalmente [1].
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Figura 26: Simulacion del transitorio de Ca®" in silico generado al aplicar un esti-
mulo de cafeina 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
[Ca®T]; estimulado por cafeina (20 mM) experimentalmente en CML de vejiga urinaria
de cobayo (circulos color rojo), asi como el transitorio de Ca®" obtenido in silico simu-
lando el modelo CE (linea color azul). Los valores de los parametros utilizados en esta
simulacion se muestran en la Tabla 1, localizada al final del documento. En el panel (B)
se presenta el plano fase de este transitorio. Note que la fase 1 de la [Ca®T ]z observada

en el proceso de liberacién de Ca*" est4 ausente [1].

Estos resultados nos sugieren que con el modelo CE se puede generar un transitorio

de Ca®" que sigue al experimental, con la observaciéon de que con este modelo no se

puede obtener la fase 1. La ausencia de la fase 1 se observo ain cuando se realizd un

extenso barrido de parametros. Esto es muy relevante porque la fase 1 generada en el

proceso de liberacién de Ca?* se ha observado en varios modelos celulares [1]. La ausen-

cia de la fase 1 nos indicd que necesitabamos hacer un refinamiento de nuestro modelo

matematico.
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8.2. Resultados del modelo matematico utilizando cinética bajo de-
manda (CbD) para modelar la unién de Ca’>" a las proteinas

amortiguadoras luminales

Ahora veamos, la Dra. Gémez-Viquez ha observado que la aplicacion del pulso de 20
mM de cafeina produce una respuesta transitoria de [Ca®"]; con una gran variabilidad
en la amplitud (nM), la velocidad méxima de liberacion (nM/s) y el tiempo al pico (s).
Conviene recordar que la amplitud (nM) es el valor maximo de [Ca®"]; a partir del nivel
basal, A[Ca®T];. A su vez, la velocidad maxima de liberacién (nM/s) se obtiene calcu-
lando la primera derivada de [Ca®"] con respecto al tiempo. Habria que decir también
que el tiempo al pico (s) corresponde al tiempo que tarda en alcanzar el valor maximo el

transitorio de Ca?* una vez que ha iniciado el estimulo.

En el panel (A) de la Figura 27 se muestra la relacién entre la amplitud de las res-
puestas de [Ca®*"]; inducidas al aplicar 20 mM de cafeina y la correspodiente velocidad
méxima de liberaciéon de Ca®" de 66 diferentes células (circulos 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 méaxima de liberacién con respecto al tiempo al pico (circulos color

ro0jo).

Por otra parte, en la seccién 7.2 se presenté el analisis de las curvas de unién a
Ca?" a CSQ de los experimentos realizados por Park et al [44]. De estos experimentos
observamos que el niimero maximo de sitios de unién a Ca** (B,,,,) aumenta conforme
se eleva el Ca®" en el medio (vea la Figura 25). Estos resultados los interpretamos como si
estuviesen apareciendo nuevos sitios de unién a Ca** conforme se van ocupando. Esto lo
tomamos en cuenta en nuestro modelo matematico de una manera heuristica (ecuacion
(37)). Bajo esta condicion nuestro modelo matematico recibi6é el nombre de modelo de

cinética bajo demanda (CbD).
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Figura 27: Respuestas de la concentracion intracelular de Ca" inducidas al aplicar
una dosis de 20 mM de cafeina y las respuestas del modelo CbD. En el panel (A)
se muestran los datos obtenidos para la amplitud y la velocidad maxima de liberacion
inducida por un pulso de cafeina de 20 mM aplicado a 66 diferentes CML (puntos color
rojo) y el ajuste del modelo CbD para estas respuestas (linea color azul). En el panel (B)
se presentan las mismas respuestas que en el panel (A) pero comparando la velocidad
méaxima de liberacion con respecto al tiempo al pico. En el panel (C) se muestra el curso
temporal de la respuesta de [Ca®"]; (puntos color rojo) y el ajuste del modelo CbD (linea
color azul) asi cémo la reduccién de [Ca**]gg predicha por el modelo (linea color verde
punteada). Es necesario mencionar que para lograr reproducir este transitorio de Ca?*

en particular b= 65571y vy =5.2%.

Con el fin de probar si el modelo CbD podia reproducir tanto el transitorio de Ca**

como la fase 1 resolvimos el sistema de EDOs (ecuaciones (24) y (25)). En esta ocasién
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sustituimos la ecuacion (33) por la ecuacion (37). El método que se utilizo 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 resolvié el modelo CE (seccion 8.1). Los
valores de los parametros utilizados para obtener el conjunto de resultados de simula-

ciones in silico de esta seccidén se muestran en la Tabla 1.

El curso temporal de la respuesta simulada de [Ca?*]; inducida al aplicar cafeina por
5 s in silico se muestran en el panel (C) de la Figura 27 (linea color azul) junto con los
cambios simulados en [Ca®T] g, vea el panel (C) de la Figura 27 (linea discontinua color
verde). Como se puede observar del panel (C) con el modelo CbD podemos reproducir
el transitorio de Ca*" observado experimentalmente. Mas atin, con el modelo CbD al
graficar [Ca?*] g con respecto a [Ca?*]; se observo la presencia de la fase 1 (vea la linea
color azul de la Figura 31). La obtenci6n del transitorio de Ca** aunado a la reproduccién
de la fase 1 observada experimentalmente nos sugirié que el modelo CbD podria servir

para entender mejor la dinamica de la liberacién de Ca®" in silico.

A fin de probar si podiamos reproducir la variabilidad observada en el proceso de
liberaciéon de Ca®" realizamos lo siguiente. Utilizamos el modelo CbD y proponiendo
que el volumen del RS que responde a cafeina varia del 1 al 10 % del volumen celular
(parametro ) logramos reproducir la variabilidad celular. Tanto para la velocidad méxi-
ma de liberacion con respecto a la amplitud como para la velocidad maxima de liberacién
con respecto al tiempo al pico (vea respectivamente la linea 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 simulacién
el parametro y tomo el valor de 0.1 que corresponde a cuando el volumen del RS ocupa
el 10 % del volumen celular, se resolvié el modelo CbD como se describe al inicio de esta
seccién y se generd el transitorio simulado de Ca**. A continuacién se midi6 la amplitud
del transitorio de Ca?* (nM), la velocidad maxima de liberaciéon de Ca®" (nM/s) y el
tiempo al pico (s). Asi por ejemplo, para v =0.1, la amplitud es 1360 nM, la velocidad

maxima es 2040 nM/s y el tiempo al pico es 0.8 s. Este procedimiento se repiti6 para el
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parametro 7y en el intervalo de 0.01 a 0.1.

A su vez, la Dra. Gomez-Viquez ha observado que la aplicaciéon de 2 mM de cafeina a
las CML produce en promedio respuestas de [Ca?"]; mas pequefias y lentas con respecto
a los transitorios de Ca?* generados cuando se aplica una dosis de 20 mM de cafeina

(circulos rojos de los paneles (A) y (B) de la Figura 28).

Con el fin de determinar si el modelo matematico CbD es robusto utilizamos los
paramétros que reproducen la respuestas de [Ca®"]; inducidas al aplicar 20 mM de cafei-
na y generamos los transitorios de Ca®" al aplicar una dosis de 2 mM de cafeina. Es
necesario mencionar que para obtener estas simulaciones, el modelo se resolvio siguien-
do el mismo procedimiento que para el caso de 20 mM de cafeina. Los valores de los

parametros 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 reproduccién entre el maximo de la velocidad
de subida de [Ca®"]; y de la amplitud del transitorio de Ca®" (vea la linea color azul
del panel (A) de la Figura 28) asi como del tiempo de subida (vea la linea color azul del
panel (B) de la Figura 28). Mas aun, con el modelo CbD y una dosis de 2 mM de cafeina
se logré reproducir el curso temporal de la respuesta de [Ca®"]; (linea azul del panel (C)
de la Figura 28). Asi mismo, en el panel (C) de la Figura 28 se muestra el curso temporal

de [Ca?"]rs (vea la linea color verde discontinua).

Estos resultados sugieren que el modelo de cinética bajo demanda es robusto y por lo
mismo nos permitira evaluar cuéles de estos parametros son los que tienen un papel en

las respuestas de [Ca®"]; inducidas por cafeina cuando esta inhibida la bomba SERCA.
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Figura 28: Respuestas de la concentracion intracelular de Ca®" inducidas al aplicar
una dosis de 2 mM de cafeina y las respuestas del modelo CbD. En el panel (A)
se muestran los datos obtenidos para la amplitud y la velocidad maxima de liberacion
inducida por un pulso de cafeina de 2 mM aplicado a 49 diferentes CML de vejiga urinaria
de cobayo (puntos rojos) y el ajuste del modelo CbD para estas respuestas (linea color
azul). En el panel (B) se presentan las mismas respuestas que en (A) pero comparando la
velocidad maxima de liberacion con respecto al tiempo al pico. En el panel (C) se muestra
el curso temporal de la respuesta de [Ca®"]; (puntos color rojo) y el ajuste del modelo
CbD (linea color azul) asi cémo la reduccién de [Ca®*]rg derivada del modelo (linea
verde punteada). Es necesario mencionar que para lograr reproducir este transitorio de

Ca?" en particular b = 35 571, [C'a?t]; = 92.5nM y 7 = 7.45 %.
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8.2.1. Un modelo de la cinética de unién a Ca>* basado en cémo CSQ une Ca’*t

Diversos esfuerzos se han realizado para desarrollar estudios numéricos del amor-
tiguamiento y secuestramiento de Ca** [37, 74, 75, 76]. En estos estudios, la concen-
tracién intracelular de Ca®" es tipicamente calculada basada en el balance de los flujos
de entrada (corrientes de Ca®"), la salida de Ca?* (bombas de Ca?", intercambiadores
de Ca®" y secuestro de Ca®" dentro de los organelos), la unién de Ca*" a los amor-
tiguadores endégenos y exégenos (indicadores de Ca®") y la unién de Ca?* a los amor-
tiguadores enddgenos lentos como parvalbumina (k,r; muy pequefia) [38]. Si bien las
abstracciones anteriores han servido para explicar parcialmente el comportamiento del
ion Ca®" a nivel intracelular, hay preguntas que permanecen abiertas o sin contestar,
especialmente porque los propios indicadores que se usan para seguir la dinamica de
Ca?* intracelular modifican las caracteristicas de los transitorios de Ca%* [74]. Recien-
temente, Neher E y Taschenberger H [38] han propuesto que es necesario replantear las
suposiciones sobre las que recae la caracterizacién de los amortiguadores endogenos de
Ca?" (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 desarrollé6 un modelo matematico determinista para estudiar la
dindmica de Ca®" tanto en el citoplasma como en el RS una vez que se ha inducido la
liberacién de Ca®*. La primera premisa que se plante6 fue sugerir que el nimero total de
sitios de unién a Ca®>" en el RS permanece constante (modelo CE). Resolvimos numéri-
camente el modelo CE y si bien generamos transitorios de Ca®" in silico que siguen al
experimental no fuimos capaces de generar la fase 1 observada experimentalmente [1].
Esto es relevante ya que considerabamos que el RS es finito asi como el nimero total de
sitios de unién a Ca** de las proteinas amortiguadoras del RS. Esto nos llevé a replantear

las premisas sobre las que estabamos construyendo el modelo.

Nosotros propusimos otro tipo de cinética, llamada cinética bajo demanda (CbD),
dénde el niimero de sitios de unién incrementa en respuesta a la unién de Ca®>". En

otras palabras, si hay una reduccién en [Ca®"] los sitios de unién a Ca** desaparecen
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(vea la Figura 25). Esta idea es apoyada por el trabajo hecho por Park et al con CSQ [44].
Dénde de nuestro propio andlisis de sus datos de unién a Ca®>" encontramos que B4,
(la cantidad total de los sitios de unién a Ca®>*) aumenta conforme [Ca?*] incrementa.
Es decir, B4, = 22 en el rango de 0 a 0.5 mM [Ca®"], y se va hasta 40 entre 0.5 y 3 mM
de [Ca?"], B, incrementa hasta 65 para el rango de 3 a 7 mM [Ca®*] e incrementa otra
vez a 79 a partir de 7 a 20 mM de [Ca®"]. Asi mismo, se ha mostrado que el incremento de
B, requiere de la oligomerizacion de la proteina porque usando CSQ mutante incapaz
de agregarse, muestra una B,,,,, constante y saturable de 22 en todo el rango de 0 a 20

mM de [Ca®"] (vea la Figura 25) [44].

Se debe agregar que otro trabajo que apoya la idea de que los sitios de unién a Ca**
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 unién a Ca®>" de CSQ1 in silicoy a
su vez entender sus bases moleculares de reconocimiento del Ca®" realizaron simula-
ciones de dinamica molecular para esta proteina. De su investigacion reportaron que los
sitios de unién a Ca®* de la proteina difieren en afinidad y geometria, los sitios de alta
afinidad por Ca®" comparten geometrias similares y se encontré que la mayoria de ellos
se inducen cuando incrementa [Ca®"] [77]. Ademas, las simulaciones muestran que el
polimero de CSQ1 es progresivamente estabilizado por el incremento de las interacciones

hidrofébicas que emergen con el incremento de [Ca?*] [77].

De aqui que con el modelo CbD se pueden obtener los transitorios de Ca®" intracelu-
lar simulados que son simulares a los experimentales. Ademas de que reproduce la fase 1
observada experimentalmente en el proceso de liberacion de Ca*" [1]. Més atn, con este
modelo también se pueden reproducir los experimentos de variabilidad celular. De modo
que la principal contribucién del modelo CbD es el descubrimiento de que los datos ex-
perimentales no pueden ser reproducidos usando la cinética estandar (CE) para la unioén

de Ca?*" a proteinas luminales del reticulo endoplasmico/sarcoplasmico.
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8.3. Resultados del modelo matematico utilizando la cinética es-
tandar para modelar la unién de Ca®" a las proteinas amor-

tiguadoras luminales cuando se ha inhibido la bomba SERCA

Con el objetivo de determinar el papel de la bomba SERCA en la liberacién de Ca?*
mediada por los RyRs, la Doctora Gémez-Viquez inhibi6 de manera aguda a estas en-
zimas con un pulso de tapsigargina (10 pM) por 5 s y 30 s, para después estimular la
liberaciéon de Ca® con cafeina en CML. La aplicacién de tapsigargina resulté como se
esperaba en respuestas de [Ca®"]; mas pequefias (circulos rojos del panel (A) de la Figura
29) y mas lentas (circulos rojos del panel (B) de la Figura 29) comparadas con las respues-
tas de [Ca”*]; inducidas al aplicar inicamente 20 mM de cafeina (paneles (A) y (B) de la
Figura 27). A fin de determinar qué parametros eran necesarios cambiar para reproducir
el efecto de tapsigargina, partimos de analizar qué sucedia con [Ca®"]; y [Ca®" ]|z en el
modelo CbD una vez que el flujo J5 era igualado a cero. Este cambio en el modelo CbD
no nos permitié reproducir los resultados experimentales. A causa de esto, nos vimos
en la necesidad de hacer un analisis mas detallado. Aceptemos por el momento de que
encontramos los parametros de nuestro modelo que nos permitieron generar los expe-
rimentos de variabilidad celular y el transitorio de Ca** in silico cuando se encuentra
inhibida la bomba SERCA; la descripcién de como llegamos a estos resultados la pre-
sentaré en lineas posteriores. Es necesario mencionar que para generar los resultados in
silico de esta seccion se realizd el mismo procedimiento descrito en las secciones 8.1 y
8.2. Los valores de los parametros 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 Ca®* intracelular una vez que esta inhibi-
da la bomba SERCA (linea azul). En cuanto al panel (C) de la Figura 29 se observa que
la reduccién en [Ca**]rs ocurre a una mayor velocidad que cuando la bomba SERCA
esta activa y apesar de ello la respuesta de [Ca®"]; fue mas pequefia y lenta (linea verde
discontinua del panel (C) de la Figura 29) comparadas con los datos obtenidos para 20 y

2 mM de cafeina (Figuras 27 y 28) .
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Figura 29: Efecto de la inhibicion de la bomba SERCA por tapsigargina en las res-
puestas del Ca”" intracelular inducidas al aplicar 20 mM de cafeina. En el panel (A)
se muestran los datos obtenidos para amplitud y la velocidad maxima de la liberacién inducida
por un pulso de cafeina aplicado a 12 diferentes CML expuestas a tapsigargina por 5 s, 10 s antes
de la aplicacion de cafeina (circulos color rojo). Note que la amplitud y la velocidad maxima de
liberacion fueron menores asi como el tiempo al pico (circulos color rojo, panel (B)). Los resul-
tados obtenidos al simular la inhibicién de la bomba SERCA se muestran en linea 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 [Ca®T]; inducida al aplicar 20 mM de cafeina de
una CML que previamente ha sido expuesta a tapsigargina (circulos rojos) junto las respuestas
obtenidas al simular el modelo CE modificado (linea color azul) y la reduccién de [Ca®t]rg de
este modelo (linea color verde). Note que no hay recuperacién de [Ca®*]zg como se espera una
vez que la bomba SERCA ha sido inhibida y se ha detenido la aplicacién de cafeina. Es necesario

mencionar que para lograr reproducir este transitorio de Ca®* en particular b = 72.2 571, [Ca?t];

=7950My 7y = 6.64%, k=03 mM s~ !, [Ca®T]rRrg = 750 uM y CSQ = 4.
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Las siguientes lineas tratan del procedimiento que se sigui6 para determinar el papel
de la bomba SERCA en la liberaciéon de Ca®" 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 [Ca®"]; estimulados por la
aplicacion de 20 mM de cafeina (barra negra) bajo diferentes condiciones. En el panel (B)
se muestra las respuestas simuladas de [Ca?']rs de estas mismas simulaciones. Mien-
tras que en el panel (C) se muestra el curso temporal de [Ca®" |7 Rs, el cual corresponde
a la suma de [BCa]gg y [Ca’"|rs de este mismo procedimiento.

En primer lugar observe la dinamica de [Ca®"];, [Ca®*]rs y [Ca®"]rrs al aplicar 20
mM de cafeina durante 5 s utilizando el modelo CbD (respectivamente vea la linea azul
obscuro de los paneles (A), (B) y (C) de la Figura 30). Cémo se puede observar al aplicarse
el pulso de cafeina se genera el transitorio de Ca®>" y una correspondiente disminucién
tanto en [Ca?*]gg como en [Ca*"]rrs. Una vez que cesa el estimulo de cafeina las tres
variables comienzan a regresar a su valor de estado estacionario. En particular note que
[Ca?"]Rg se recupera mas rapido comparado con [Ca?* ] ps.

Ahora veamos, utilizando el modelo CbD cuando el flujo J; es igualado a cero, emu-
lando la inhibicion de la bomba SERCA, se observo la inhibicion completa de la bomba
SERCA por si misma no altera la respuesta de [Ca®"]; a la aplicacién de 20 mM de cafei-
na (vea la linea azul claro del panel (A) de la Figura 30), pero como se esperaba, elimina
completamente la recuperacién de [Ca?*]gs y [Ca®T]rrs después de la aplicacién de
cafeina (vea la linea azul claro de los paneles (B) y (C) de la Figura 30)

Avanzando en nuestro analisis, deseo subrayar que nosotros observamos una reduc-
cién significativa en el transitorio de [Ca**]; estimulado por cafeina, al cambiar la forma
en que las proteinas luminales interacttian con el Ca®" al usar una cinética estandar (CE)
en lugar de una cinética bajo demanda (CbD) (vea la linea roja del panel (A) de la Figura
30). Es preciso enfatizar que la principal diferencia que encontramos es que el retardo de
la reduccién de [Ca®T]rs ha desaparecido (vea la linea roja del panel (B) de la Figura

30) apesar de que la cantidad total de Ca®* liberado por el RS es la misma en ambas

73



cinéticas (vea las lineas roja y azul obscuro del panel (C) de la Figura 30). De manera
puntual observe que con el modelo CE la reduccién de [Ca*"]7rg es mucho mas lenta
que en la condiciéon del modelo CbD (respectivamente vea las lineas roja y azul obscuro
del panel (C) de la Figura 30). Esta situacion permite que los mecanismos de remocioén

de Ca?* del citoplasma atentien la respuesta de [Ca®*];.

Es necesario recalcar que el efecto de tapsigargina en la respuesta del transitorio de
[Ca?"]; inducidos por cafeina afecta tanto la amplitud como la velocidad méaxima de li-
beracion [3]. El primero de estos efectos se ha logrado cambiando la forma en que unen
Ca?" las proteinas amortiguadoras de una cinética bajo demanda (CbD) a una cinética
estandar (CE). Para el ultimo efecto redujimos tanto el niimero de canales involucrados
en la liberacion (parametro k) como la cantidad de Ca*" unido a las proteinas amor-
tiguadoras luminales (parametro CSQ) (vea la linea morada del panel (A) de la Figura

30).

Hay que mencionar, ademas, que el tiempo tomado por tapsigargina para producir
estos dos efectos es corto, por lo que nosotros consideramos que la concentracién de
proteinas luminales no se modifica y pensamos que lo que estaria pasando seria una
reduccion en el nimero de RyRs que estan acoplados a los proteinas luminales (CSQ) y
respondiendo a cafeina (k). Esta situacion reduce la amplitud del transitorio de Ca**
estimulado por cafeina sin reducirse [Ca?*]rrg. Con el objetivo de alcanzar este efecto
en nuestro modelo disminuimos [Ca®" ] rg (vea la linea color morado del panel (C) de 1
a Figura 30). De esta manera logramos reproducir los resultados experimentales cuando

se encuentra inhibida la bomba SERCA.

En la seccidn 2.1 se describié que experimentalmente se ha observado que el proceso
de liberacién de Ca®* inducida por cafeina 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
inhibicion de la bomba SERCA fusiona las fases 1 y 2 resultando en una relacion lineal

entre el incremento de [Ca?"]; y la reduccién de [Ca?*]gs.
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Figura 30: La inhibicion de la bomba SERCA cambia la forma en la que las protei-
nas luminales unen Ca". Los resultados de simulaciones [Ca®t];, [Ca’t]rs y [Ca®TIrrs
in silico obtenidos al simular el proceso de inhibicién de la bomba SERCA se muestran respecti-
vamente en los paneles (A), (B) y (C). La respuesta control ante la aplicacién de 20 mM de cafeina
usando el modelo CbD se muestra en los trazos azul obscuro. La inhibicién de la bomba SERCA
con tapsigargina afecta tanto la recuperacién de [Ca?t]rg como [Ca?T]rgrs (linea azul claro,
paneles (B) y (C)), pero no altera la respuesta de [Ca?*]; (linea azul claro, panel (A)). Cambian-
do del modelo CbD al modelo CE disminuye significativamente la amplitud del transitorio de
[Ca?t]; (linea roja, panel A) porque [Ca?T]rrg que esta donando el RS es menor (linea roja,
panel C) aunque se acelera la reduccién de [Ca?T]rg (linea roja, panel C). Para reducir tanto la
amplitud como la velocidad de subida, se redujo el niimero de RyR que responden a cafeina (k)
(linea color verde) y por tanto la capacidad amortiguadora del reticulo (CSQ) (linea morada). El

estimulo de cafeina de 20 mM aplicado en todos los casos tuvo una duracién de 5 s (barra negra).
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En cuanto a este dltimo punto, nuestro modelo CbD puede reproducir las 4 fases
observadas en el proceso de liberaciéon de Ca?", particularmente la transicién de la fase
1 a la fase 2 (vea la linea 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 relacion lineal

entre [Ca’T]rs y [Ca?"]; (linea roja de la Figura 31).
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Figura 31: El modelo CbD reproduce el diagrama de fases observado en el proceso
de liberacion de calcio. El modelo CbD reproduce las 4 fases observadas en la liberacion
de Ca" inducida por cafeina (linea color azul). Estas fases se ven alteradas al inhibir la
bomba SERCA y cambiar al modelo CE (linea color rojo). Ademas, reduciendo el nimero
de RyRs (ky) y la capacidad amortiguadora del RS (CSQ) que participan en el proceso de
liberacién reduce atiin mas la amplitud de la respuesta de [Ca®"]; (linea color morado)
pero con un diagrama de fases similar al mostrado experimentalmente cuando se ha

inhibido a la bomba SERCA (linea color verde del panel (B) de la Figura 15).

La comparacién entre [Ca’"]rs y [Ca’"]rgs muestra por qué el modelo CbD es

mas eficiente en incrementar [Ca®"]; que el modelo CE. En el modelo CbD el suministro
de Ca®" hacia el citoplasma proviene principalmente del Ca?* unido a las proteinas
luminales con una minima reduccién en [Ca?*]gg (vea la linea azul de la Figura 32),
mientras que con el modelo CE pasa el efecto contrario (vea la linea roja de la Figura

32). Esto es relevante porque se puede explicar por qué [Ca*"]rs no correlaciona con el
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suministro de Ca?* hacia el citoplasma. Ademas, el modelo CbD sugiere que la bomba
SERCA modula el niimero de RyRs acoplados a las proteinas amortiguadoras de Ca®".
De forma tal que la inhibicion de la bomba SERCA produce una reduccion de la amplitud
de la respuesta de Ca?* al disminuir el nimero de proteinas amortiguadoras participando

en el proceso de liberaciéon de Ca®" (vea la linea morada de la Figura 32).
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Figura 32: E]l modelo CbD presenta una grafica de la capacidad amortiguadora de
calcio luminal con concavidad positiva. La condicion CbD genera una curva de la
capacidad amortiguadora de Ca®>" con concavidad positiva (linea azul), la cual ya ha
sido observada previamente en células de musculo esquelético [40]. Esto puede explicar
la gran capacidad del RS de donar Ca®" (debido a la gran reduccién en [Ca**]rgrs) con
una reduccién minima en [Ca®"]zg. Usando el modelo CE se obtiene una curva con con-
cavidad negativa, lo que significa una gran reduccién en [Ca*"]rs pero una reduccién
mucho menor en [Ca?"]rrs (linea roja) y un transitorio de [Ca®"]; de mucho menor
amplitud. Reduciendo la capacidad amortiguadora del RS (CSQ) asi como la cantidad
de RyRs (k) participando en el proceso de liberacion estimulado por cafeina decrece la

cantidad de Ca®" que puede aportar el RS (linea morada).
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8.3.1. La liberacion de Ca*" inducida por cafeina 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 liberacion, es decir, tanto los RyRs como los de IP3R tienen acceso, en primera ins-
tancia, al Ca*" unido a proteinas luminales. Una vez agotado este Ca?*, entonces los
canales de liberacién acceden al Ca®" libre luminal [22]. La evidencia que sugiere este
acceso preferencial de los canales liberadores al Ca>" unido a proteinas consiste en la
observacién de un incremento sustancial de [Ca?*]; con una reduccién minima del Ca?*
libre luminal [22]. De aqui que un elemento clave que el modelo CbD debia reproducir
es la fase 1 observada durante el proceso de liberacién de Ca’" y la transicién de la
fase 1 a la fase 2 (vea la Figura 31). La fase 1 representa una condicién de muy alta ca-
pacidad amortiguadora, dado que se pueden observar grandes cambios en [Ca®"]; con
una minima reduccién en el nivel de Ca?* libre luminal [22]. Por otra parte, la fase 2 se
caracteriza por una abrupta reduccién en la capacidad amortiguadora de Ca** luminal,
debido a que hay una gran reduccién en [Ca?"]grg con un efecto minimo en [Ca®"];.
Estas dos fases y la transicion entre ellas no puede ser reproducida usando la condicién
de cinética estandar (modelo CE), dénde hay un nimero finito de sitios de unién a Ca**

que eventualmente se saturan conforme se incrementa [Ca?*].

Deseo subrayar que Manno C. et al [40] han reportando que en células de musculo
esquelético al graficar [Ca®" |7 ps con respecto a [Ca?*]gg (transicién 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 estandar (vea la
Figura 31). Los autores argumentan que esto se debe a que CSQ une Ca?" de manera co-
operativa, es decir, se incrementa la cooperatividad de las proteinas luminales por Ca®",
la cual produce una curva con concavidad positiva para la relacién entre [Ca’"|7rs y
[Ca?"]Rg [40]. La principal desventaja de esta interpretacion es que entre mas grande sea
el coeficiente de Hill, el rango efectivo en el que las proteinas luminales pueden amor-

tiguar Ca?* es menor. Esto se opone a una de las caracteristicas principales del RS/E en
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el sentido de que el organelo presenta una gran capacidad para amortiguar Ca?* [14].
De acuerdo con esto, nuestro modelo permite explicar ambos eventos, un aumento en la
capacidad amortiguadora de Ca*" y una curva de amortiguamiento de Ca** 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 unién a Ca** de las proteinas luminales como los
canales de liberacién (RyRs) compiten por el Ca®". Es decir, la reduccién de [Ca®"] in-
crementa la competencia por el Ca®" libre (vea la linea roja de la Figura 32 y el panel (B)
de la Figura 33). Este no es el caso del modelo CbD, porque hay una reduccién obligatoria
en el niimero de sitios de unién a Ca?* conforme se reduce [Ca®"]rg (vea el panel (A)
de la Figura 33). Asi mismo, esta situacién puede explicar por qué la fase 1 es caracteri-
zada por una gran incremento en [Ca*"]; con una reduccién minima en [Ca*"]gg (vea
la Figura 31). De hecho, en algunos casos se ha observado que la elevacién de [Ca®*];
debido a la liberacién de Ca®" por medio de las pozas intracelulares de Ca’", est4 aso-
ciada con un incremento en [Ca®' g [22, 51, 67, 78]. Esto es basicamente imposible de
alcanzar con el modelo CE. Sin embargo, esta condiciéon puede alcanzarse con el modelo
CbD, siempre y cuando el numero de canales de liberacién que se abren no son muchos,
como ya se habia mostrado experimentalmente. Ikemoto N et al [51] describieron coémo
la activacion de pocos RyR en microsomas de RS provenientes de musculo esquelético
con bajas concentraciones de polilisina produce un incremento transitorio en [Ca" s,
efecto que no se observa cuando los autores usan concentraciones saturantes de polilisi-
na. Este incremento de Ca®" en el lumen de los microsomas se debe a la presencia de

CSQ asociada a las membranas de los microsomas [72].

Nuestro grupo de investigacion ha observado que en CML, usando bajas concen-
traciones de heparina (para inhibir parcialmente a los IP3R) se induce un incremento
transitorio en [Ca®"|rs en respuesta a la activacién de los receptores muscarinicos [22].
Esta inhibicién parcial de los IP3R resulta en transitorios de Ca?* inducidos por carbacol
de mayor amplitud pero de menor duracidn, esto es porque aumenté [Ca*"]rg con un

menor nimero de canales de liberacién involucrados [22].

79



A su vez, en células cardiacas se ha observado que las ondas de Ca*" espontaneas

y lentas estan asociadas con elevaciones simultineas en [Ca®*]rg, mientras que la acti-

vacion coordinada de los RyR inducida por la depolarizaciéon de la membrana plasmatica

muestra la reduccién esperada en [Ca®" ]z mientras incrementa [Ca®*]; [78].
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Figura 33: Las proteinas luminales y los canales de liberacion compiten por el cal-
cio libre en el modelo CE. Panel (A) En el modelo CbD los sitios de unién a Ca?* de
las proteinas luminales disminuyen conforme se va liberando Ca*", por lo que no repre-
sentan competencia para el RyR. Panel (B) En el modelo CE, al iniciar la liberaciéon del
Ca’" una vez que se ha estimulado la apertura del RyR, se suelta Ca?* de las proteinas
luminales guiado por el gradiente de concentracién de Ca** entre el lumen del RS/E y
del citoplasma dejando sitios libres dénde se puede unir Ca*. Estos sitios libres se con-

vierten en competencia para los canales de rianodina por lo que la aportaciéon de Ca*
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que hace el RS/E es cada vez mas lenta, lo que resulta en un transitorio menor.
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En células HeLa incubadas en ausencia de Ca?" se encontr6 que la amplitud de los
transitorios inducidos por histamina eran de similar amplitud sin importar si el nivel
de Ca®" luminal era bajo o alto [47]. Estos datos sugieren que los canales de liberacién
tienen acceso a una fuente de Ca?*; posiblemente el Ca®>" que se encuentra unido a las
proteinas amortiguadoras. Partiendo del hecho que las células HeLa no expresan CSQ,
estas observaciones sugieren que hay otras proteinas luminales amortiguadoras de Ca**
que presentan un comportamiento similar al de CSQ. De hecho el doble knock out para

CSQ no inhibe la liberacién de Ca®* en musculo esquelético [79].

8.3.2. El papel de la bomba SERCA en la facilitacion del proceso de liberacion de

Ca’t

La importancia de la bomba SERCA en la facilitacitaciéon del proceso de liberacion
de Ca®" ya ha sido reportada [3, 22, 55]. En la Figura 30 se mostré 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 proteinas estin uniendo Ca®" una vez que estan inhibidas (modelo
CE), reduciendo el numero de RyRs que responden al estimulo de cafeina (k) y por
tanto hay menos acceso a las proteinas luminales amortiguadoras de Ca?* (CSQ). Estos
resultados nos sugieren que hay algin tipo de comunicaciéon funcional entre la bomba
SERCA, las proteinas luminales y los canales de liberaciéon de Ca®" (vea la Figura 34),

que al inhibir la bomba SERCA, los RyRs son menos eficientes para liberar Ca®*.
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Figura 34: Unidades funcionales. Modelo hipotético de como operan funcionalmente

la bomba SERCA, las proteinas luminales y los canales liberadores de Ca?*.

8.4. FEl modelo CbD reproduce la respuesta refractaria de [Ca’*];

ante la aplicacion de cafeina

Dagnino-Acosta A et al [22] demostraron experimentalmente que la capacidad amor-
tiguadora del RS requiere de un tiempo de restitucién después de la liberacion . Aplican-
do un protocolo de pulsos pareados de cafeina separados por un lapso de 30 s (tiempo
suficiente para que [Ca®T]; y el nivel de Ca®* luminal retornen a sus niveles basales) a
CML de vejiga urinaria de cobayo y registrando simultaneamente [Ca?*]; y el nivel de
Ca*" en el RS (lineas color rojo de la Figura 35) observaron lo siguiente. La aplicacién
del 2do. pulso de cafeina produce un transitorio de Ca®* significativamente menor (20 %
de la amplitud comparada con el 1er. transitorio de Ca?* citopldsmico) mientras que la
2da. respuesta a cafeina del Ca®>" luminal fue 1074 2.5 % mayor que la primera respuesta.
Posterior al 2do. estimulo con cafeina y después de un periodo de resposo de 2 min ob-

servaron que el nivel del Ca?* en el RS fue de 0.9884-0.003 F/Fo (n=5), en esta situacién
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el aporte de Ca?* inducido por una 3ra. aplicacién de cafeina fue sustancialmente mayor
con respecto al 2do. estimulo de cafeina, puesto que la amplitud promedio de las res-
puestas fue de 75.146.5 % con relacién a la 1ra. respuesta de Ca®". Esto es una paradoja
porque el modelo CE establece que la recuperacién del Ca?* libre luminal implica recu-
peracién de [Cayy ]rrs. la cual generaria transitorios de [Ca®"]; de amplitud similar a

los producidos ante el 1er. estimulo de cafeina.

Con el propésito de conocer cual es la dindmica de Ca®" tanto en el citoplasma
como en el RS in silico al aplicar 3 pulsos de cafeina 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 parametros utilizados se muestran
en la Tabla 1. Cabe mencionar que para generar los transitorios de Ca?* in silico de esta

seccion se usé una concentracion de cafeina de 20 mM y el parametro vy igual 2.54 %.

En el panel (A) de la Figura 35 se muestra el transitorio de [Ca®"]; obtenido al simular
tanto el modelo CbD (linea color azul) como el modelo CE (linea color verde). A su vez,
en el panel (B) de la Figura 35 se muestra el nivel de Ca®" en lumen de RS de ambos
modelos en respuesta a la aplicacion de 3 estimulos de cafeina durante 5 s (barras color
negro) a diferentes tiempos como lo realizaron experimentalmente Dagnino-Acosta et al
[22]. Como se puede observar de la Figura 35 la cantidad de Ca?* liberado del RS es la
misma en ambos modelos. De aqui que la amplitud reducida en el transitorio de [Ca®"];
vista en el modelo CE (linea verde del panel (A) de la Figura 35) se debe a la competencia
por Ca’" entre las proteinas amortiguadoras luminales y los canales de liberacién. Una
situacién que no se observa en el modelo CbD (fase 1) (vea la linea color azul de la Figura
31). Debido a que el modelo CE no presenta fase 1 (vea la linea color morado de la Figura
31), la reduccién del Ca®" libre luminal ocurre un poco antes de la caida del Ca®" 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 recuperacioén rapida

del Ca*" libre luminal que no involucra la recuperacién de [Ca® ]|y rs (vea el trazo azul
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de la Figura 32), mientras que en el modelo CE desde que [Ca?*]gg como [Ca?t]rrs

aumentan simultdneamente hay muy poca recuperacién de [Ca*"]gs.

(A) - D - CE - Datos
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Figura 35: Respuesta refractaria de los transitorios de calcio citoplasmico estimu-
lados por cafeina. Los registros simultaneos (trazos en color rojo) de [Ca®"]; (panel (A))
y del nivel de Ca®>" en el RS (panel (B)) en respuesta a la aplicacién de tres pulsos de
cafeina por 5 s (barras en color negro) se presentan aqui. Note que antes del segundo
pulso de cafeina, tanto el nivel de Ca®>" en el RS como [Ca®"]; regresaron a sus niveles
basales. Una 2da. aplicacién de cafeina produce la misma respuesta en el nivel de Ca*"
en el RS pero con un minimo efecto en [Ca®"];. Posterior a los 2 min. de recuperacion,
se puede observar un mayor aporte de Ca’" al citoplasma comparado con el segundo
estimulo de cafeina. Los resultados numéricos obtenidos de las simulaciones del mode-
lo CbD (lineas color azul) y del modelo CE (lineas color verde) también se presentan
aqui. 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 parametros que mejor repro-
duzcan la respuesta de los transitorios de [Ca**]; estimulados por cafeina (vea la Figura

36).
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Figura 36: El modelo de cinética estandar no sigue la recuperacion del calcio libre
luminal. Para lograr que el modelo CE (linea color verde) reproduzca los transitorios de
[Ca?"]; (linea color rojo) inducidos al aplicar 20 mM de cafeina, se incremento el valor
de v a 4.18 %. Note que aunque las respuestas del modelo CE sigue el curso temporal
de [Ca®T];, el curso temporal de la recuperacién de [Ca®T]rs es mucho mas lenta en el
modelo CE que los registros de fluorescencia del Mag-Fluo-4. Esto puede ser explicado
al considerar que en el modelo CE tanto [Ca’"]rs como [Ca?*]rrs van de la mano,
mientras que en el modelo CbD hay una rapida recuperacién de [Ca*" |5 que antecede a
la recuperacién de [Ca®T |7 rg, lo cual puede explicar la presencia del periodo refractario
debido a la recuperacién de [Ca®"]rs pero no de [Ca**]r s, entonces el transitorio de
[Ca?"]; es mucho més pequefio ante el 2do. estimulo de cafeina.
Esta discrepancia entre los modelos permite que el modelo CbD pueda explicar la aparente

paradoja de haber recuperado [Ca?*]rg con una recuperacién minima en [Ca®* | gg. Es-
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tos resultados nos sugieren que el modelo CbD describe mejor el comportamiento de las

proteinas durante la liberacién de Ca®" inducida por cafeina.

8.4.1. El modelo CbD explica el periodo refractario a pesar del nivel de Ca*"

luminal normal

Como se puede observar de las Figuras 30 (linea color azul oscuro de los paneles
(B) y (C)) y 35 el modelo CbD predice una rapida recuperaciéon de [Ca*"]rs y una
recuperacion de [Ca?']rrs mucho mas lenta. De ahi que esto establezca un periodo re-
fractario, donde hay una recuperacién de [Ca’"]rs pero no hay una recuperacién de
[Ca?"]7Rg. Como resultado el segundo transitorio de [Ca®"]; disminuye considerable-
mente, como se ha observado experimentalmente [3, 22, 39]. Por otra parte, el modelo
CE no es capaz de seguir la recuperacién de [Ca?']gg experimental, atin cuando se bus-
caron las condiciones que reprodujeran la amplitud de los transitorios de Ca** (vea la

Figura 36).

TIkemoto N et al [51] han sugerido que una gran porcién del Ca®" transportado esta
unido a las proteinas luminales, como CSQ y que este Ca>" debe ser disociado previo
al transporte de Ca?* por la membrana, por lo que se sugiere que este proceso debe
involucrar cambios complejos en el Ca?>* luminal durante el proceso de liberacién de
Ca®" a partir del RS. De manera que el grupo de Ikemoto N propone que el proceso
de liberacion involucra tres fases: (1) hay cambios conformacionales de las proteinas
luminales debido a la activacién de los canales de liberacion, (2) se induce la liberacién
del Ca®" de las proteinas luminales y un subsecuente incremento en [Ca**]gs y (3) se
da la apertura de los canales de liberacién, como resultado el Ca®>" 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 IPsR que puede funcionar como un sensor de Ca**
luminal [82]. De manera que ante el incremento de [Ca®"] s pueda promover la apertura

de los canales liberadores permitiendo el flujo de Ca®" hacia el citoplasma [82].
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8.5. Los flujos de Ca’* J;, J» y J; tanto del modelo CE como del mo-
delo CbD

Con el fin de conocer cdmo se comportaban los flujos de Ca®* (Jy, Jo y J3) tanto
del modelo CE como del modelo CbD durante el proceso de liberacién de Ca?* in silico
realizamos lo siguiente. Simulamos ambos modelos cémo se describi6 en las secciones
8.1y 8.2 y obtuvimos los cursos temporales de cada flujo. Es necesario recordar que el
flujo .J; corresponde a los mecanismos de remocién de Ca®" en el citoplasma. A su vez el
flujo J, corresponde a la liberacién de Ca®* del RS al citoplasma via la bomba SERCA.
El flujo J3 representa el transporte de Ca®" del citoplasma hacia el RS via la bomba
SERCA. En la Figura 37 se muestran los flujos .J1, J> y J3 (lineas azul, rojo y verde
respectivamente) generados al aplicar un estimulo de cafeina de 20 mM utilizando tanto

el modelo CE (lineas discontinuas) como el modelo CbD (lineas continuas).

Inicialmente, para el modelo CE (lineas discontinuas) los flujos muestran su valor
de estado estacionario (de 0 a 10 s), como es de esperarse J, y J3 comparten un mismo
valor de estado estacionario. Esto es asi porque en ausencia del estimulo de cafeina no
hay cambio en las concentraciones de Ca®" en los compartimentos. Una vez aplicado
el estimulo de cafeina a los 10 s de simulacion, incrementan los valores de los flujos.
A los 15 s de simulacion cesa el estimulo de cafeina. Observe que cuando termina el
estimulo de cafeina, el flujo J5 (linea discontinua color verde) regresa a su valor de
estado estacionario, no asi el flujo J, (linea discontinua color rojo). El flujo .J> se va a
cero. Esto es asi porque el flujo J, es dependiente de [Ca?*]gg (ecuacion 27), la cual es
muy baja una vez que se ha vaciado el RS en el modelo CE. Entonces .J; no representa
una competencia para la bomba SERCA y por tanto para el flujo J3. El resultado es que
hay una ganancia neta de Ca®>" en el RS (vea las lineas discontinuas color rojo y verde
del recuadro de la Figura 37). Esta caracteristica permite que el tercer transitorio de Ca**
obtenido in silico usando el modelo CE sea de mayor amplitud comparado con el tercer
transitorio de Ca®* usando el modelo CbD (vea las lineas verde y azul de la Figura 35,

respectivamente).
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Esta caracteristica del flujo J no se presenta para el modelo CbD (vea la linea con-
tinua color rojo de la Figura 35). En este caso, una vez que cesa el estimulo de cafeina, .J5
regresa a su valor de estado estacionario porque se ha recuperado [Ca?*]gg. El resultado
de esto es que la ganancia neta de Ca®" en el RS es minima, esto se ve reflejado en que el
tercer transitorio de Ca®" utilizando el modelo CbD es de menor amplitud que el transi-
torio experimental y que el obtenido con el modelo CE (vea las lineas color rojo y verde
de la Figura 35). Con el modelo CbD no hay ganancia neta de Ca®", hay que esperar
varias unidades de tiempo de simulacién para poder recuperar un tercer transitorio de

Ca*" equiparable al experimental.

25¢
-~ JICE
-~ J2CE
200 - J3CE
— J1CbD
55 — J2CbD
s | — J3CbD
s
C
10t
5,
C ES == wmwmmw

Caf=20mM (55)

Figura 37: Los flujos de Ca?' de la cinética estindar comparado con la cinética
bajo demanda. La grafica muestra el curso temporal de los flujos J;, J5 y J3 obtenidos
al simular un transitorio de Ca?" tanto con el modelo CE (lineas discontinuas) como con
el modelo CbD (lineas coninuas) al aplicar [Caf] = 20 mM por 5 s. El resto de los valores

parametros 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 aqui pueden estimular el campo de la sefializacion
por Ca?". Nuestra propuesta puede ser que no sea la solucién correcta. Los indicadores
fluorescentes que se usan para medir Ca*" contienen un grupo éster AM que le permite
al fluoréforo 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 Ca*". En los experimentos realizados por Dagnino et al
[22] se utilizé Fura-2 y Mag-Fluo4 para registrar los cambios intracelulares y luminales
de Ca®" respectivamente. Si bien, las suposiciones sobre las que recaen la interpretaciéon
de los resultados es que los fluoréforos estan homogeneamente distribuidos (debido al
tiempo de incubacion 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 seccién transversal de una CML ilus-
trando la relacién topoldgica entre la membrana plasmatica, el RS y la envoltura nuclear.
Como se puede observar, el RS cuenta con varios compartimentos, que corresponden
al reticulo superficial, los tubos conectores que estarian en la region citoplasmica y el
reticulo perinuclear [70]. Bajo este esquema, si el colorante se encuentra localizado prin-
cipalmente en el reticulo perinuclear (Mag-Fluo4:Ca,.,), al estimularse la liberacién de
Ca*" al inicio del transitorio se podria observar un incremento de [Ca*];, proveniente
principalmente del RS superficial, sin un cambio en el registro de fluorescencia del reticu-
lo. Esto es porque el colorante se encuentra localizado principalmente en el reticulo pe-
rinuclear y no detectaria inicialmente la disminucién de la concentraciéon de Ca®" en el
RS. Ya que este tltimo estaria siendo proporcionado por el Ca*" que estd unido a CSQ

localizada principalmente en el reticulo superficial [70].

El escenario anterior nos permitiria generar la fase 1 observada en el proceso de

liberacién de Ca?* e incluso la fase 2 [1]. Esto es, en la fase 2 comenzaria a disminuir la
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concentracién de Ca®™ libre en todo el reticulo que ahora si reportaria el fluoréforo pero

ya no tendria un impacto significativo en la concentraciéon de Ca** en el citoplasma.

A
o Membrana Plasmatica
°. . 0.
[ ]

Reticulo superficial

CSQ+{Ca2+],,, ==CSQCag

Nucleo

Tubo conector en el RS
o ®

Citoplasma

CML

Reticulo
Perinuclear

Envoltura
Nuclear
Figura 38: Modelo alternativo para generar la fase 1 observada en el proceso de
liberacion de calcio. Considere que el RS de CML contiene tres compartimentos: el
reticulo superficial, los tubos conectores del RS y el reticulo perinuclear. Dénde [Ca®*],,.,
es la concentracion de Ca”" en el reticulo perinuclear, [Ca®*],,, la concentracion de
Ca?" en el reticulo superficial donde principalmente se localizan las proteinas luminales
(CSQ), Mag-Fluo4 representa la concentracion del colorante y RyR son los receptores
rianodina. En este modelo el Ca®" puede pasar de un compartimento a otro a través de
los tubos conectores de forma tal que al estimularse la apertura de los RyR comenzaria
a verse un incremento de Ca®" en el citoplasma y este vaciamiento no seria detectado
por el colorante, ya que éste se encuentra concentrado principalmente en el reticulo
perinuclear, lejos de las proteinas luminales. Este escenario nos permitiria observar la

fase 1. Imagen modificada de la referencia [70]
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8.6.2. Modelos matematicos que consideran la difusién de Ca’>" en el lumen del

RS

Recientemente se han reportado modelos matematicos que investigan la terminacion
de las chispas de Ca?* en células cardiacas [84, 85]. Estos modelos consideran la difusién
de Ca** dentro del RS. Los autores resportan que el coeficiente de difusiéon del Ca®" en
el reticulo longitudinal de las células cardiacas es de 0.6x10~'° m?s~! (como previamente
ya se habia estimado [86], pero consideran que este coeficiente es 5 veces mayor en el
reticulo de unién (3.5 x1071Y m?s~!) [84, 85]. Esto contrasta con la concentracién de
CSQ no movil del RS. Esto es, los autores reportan que la concentraciéon de CSQ en el
reticulo longitudinal es de 6 mM (como previamente se habia estimado [87]), mientras
que para el reticulo de unién reportan que la concentraciéon de CSQ es de (30 mM). Esta
situacién es mas que contradictoria. La intuiciéon nos dice que una alta concentracion
de CSQ representaria una barrera de difusion para el Ca®". Sin embargo, esta aparente
contradiccién enfatiza la importancia de limitar la competencia entre CSQ y el RyR
para que el Ca?" libre alcance una liberacion eficiente. Deseo subrayar que con nuestro

modelo CbD obtuvimos el mismo resultado disminuyendo el nimero de sitios de unién

a Ca’" conforme disminuye [Ca*"|Rs.
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9. Conclusiones

“Everything must be taken into account. If the fact

will not fit the theory —let the theory go.”
