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Resumen

La capacitacion es un proceso de maduraciéon complejo el cual los espermato-
zoides de mamifero deben atravesar durante su transito y residencia en el tracto
reproductor femenino a fin de volverse capaces de fertilizar al 6évulo. Este proceso
involucra cambios fisiologicos en: el patron de batido flagelar, el potencial de mem-
brana, la concentraciéon intracelular de varios iones, la fosforilacion de proteinas,
entre otros. Tipicamente, en un medio capacitante, s6lo una fraccion de los esper-
matozoides alcanza dicho estado. La causa de esta respuesta heterogénea es una
pregunta abierta. En el presente trabajo, se desarrollo para los niveles tempranos de
la capacitacion de ratén, un modelo de red de regulaciéon discreto con dinamica de-
terminista y algunos elementos estocéasticos. En particular, el modelo sugiere que el
grado de variabilidad en el niimero de transportadores iénicos entre la poblacion de
espermatozoides esté relacionado con el porcentaje de células capacitadas. A nivel
de célula tnica, el modelo requiere para la capacitaciéon de la confluencia de nive-
les especificos de concentraciones y activacion de algunos nodos selectos de la red.
También en este estudio, se ponen de manifiesto comportamientos sinérgicos entre
nodos clave de la red. Basado en el anélisis del modelo, se proponen condiciones
experimentales para controlar los niveles de capacitacion.
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Abstract

Capacitation is a complex maturation process that mammalian sperm must un-
dergo in the female genital tract to be able to fertilize an egg. This process involves,
amongst others, physiological changes in: flagellar beating pattern, membrane po-
tential, intracellular ion concentrations and protein phosphorylation. Typically, in a
capacitation medium, only a fraction of sperm achieve this state. The cause for this
heterogeneous response is still not well understood and remains an open question.
Here, we develope a discrete regulatory network with mainly deterministic dyna-
mics in conjuction with some stochastic elements, wich increases our understanding
of this process. In particular the model suggests that the variability in ion transpor-
ter counts among sperm is related to the fraction of capacitated cells in population.
In singel cell for early capacitation the model requires the convergence of specific
levels of concentration and activation of a select set of nodes. In the study syner-
gistic traits amongst some components of the network are manifested. Based on
the mathamtical analysis, certain experimental conditions are proposed that control
capacitation levels.
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Capitulo 1

Introduccion

En la biologia es comun que los fendémenos de interés posean miiltiples compo-
nentes entrelazados, dindmicas a varias escalas de resoluciéon espacial y temporal,
comportamientos multifactoriales, donde todo lo anterior da lugar a la emergencia
de propiedades globales en el sistema de estudio. Desde mediados del siglo pasado
el enfoque de los sistemas complejos ha enriquecido a esta disciplina desarrollando
herramientas para el analisis de datos, la modelaciéon matemaética y su simulacion,
donde muchas de estas herramientas provienen de los sistemas dindmicos y de la
fisica estadistica [1].

En el contexto de la fecundacién, ha sido de interés el estudio transdisciplinario
de redes formadas por biomoléculas y sus interacciones, las cuales subyacen la re-
gulacion de una variedad de procesos moleculares que sostienen el funcionamiento
de la célula, e.g redes genéticas, neuronales, metabodlicas de senalizacion bioquimica,
entre otras. El estudio de estas redes ha contribuido a caracterizar tres propieda-
des fundamentales: estructura, dindmica y funcién. Se busca determinar principios
cuantitativos que contribuyan a la construccién de modelos predictivos para estos
fenémenos bioldgicos.

Dada la naturaleza no lineal de la mayor parte de las interacciones que integran
las redes de regulacién y senalizaciéon en la capacitacion asi como la acumulacion
gradual de mediciones experimentales sobre propiedades puntuales relacionadas con
los eventos moleculares que la subyacen a la fertilizacion, el desarrollo de modelos
tedricos permite avanzar significativamente en la construccion de un panorama global
que integre observaciones empiricas en una imagen coherente y que al mismo tiempo
proporcione una idea mas clara de cuéles son las propiedades esenciales del sistema
de senalizacion visto como un todo.

Previamente se ha trabajado con el formalismo discreto de redes dindmicas apli-
candolo en la via de senalizacion del erizo de mar que regula la motilidad del esper-
matozoide:

» 1) En [2], con fundamento experimental se propuso un modelo de red de sena-
lizacion discreta de oscilaciones de calcio inducidas por un quimioatractante
proveniente del ovocito, el cual fue capaz de reproducir caracteristicas experi-
mentales de interés. Este trabajo demuestra que una aproximaciéon de grano
grueso a la dindmica de la via de senalizacion es capaz de revelar elementos
cruciales en regulacion de la navegacion del espermatozoide.

» 2) En [3], el modelo de redes logicas desarrollado en (1), permitio6 la diseccion
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individual y multiple in silico de las acciones del dcido niflimico. Los princi-
pales resultados fueron predecir las relaciones causa y efecto resultado de una
inhibicién selectiva de canales. Una de las conclusiones fue la necesidad de
un canal de calcio pH y voltaje dependiente como es el caso de CatSper. El
conocimiento de estas relaciones puede tener un impacto en las investigaciones
relacionadas al desarrollo de farmacos.

= 3) En [4], la presencia activa del canal CatSper en el flagelo de S. purpuratus
fue corroborado por primera vez. En [5], mediante varias redes de sefializacion
se argumenta con perturbaciones in silico que CatSper es el principal genera-
dor de oscilaciones en la via de senalizacién y que otros canales de calcio, si
estan presentes tendrian un papel complementario. Esta aproximacion permite
develar procesos que son dificiles de detectar exclusivamente por procedimien-
tos experimentales.

Estos estudios permiten esclarecer el papel especifico que juegan ciertos nodos en
el contexto de la red completa, ademas de proveer un mejor entendimiento plantean
predicciones cuantitativas y cualitativas que se convierten en un motor para el desa-
rrollo de nuevos experimentos, poniendo de manifiesto las virtudes de un anélisis
con el enfoque de biologia de sistemas.

En esta tesis se aplica y extiende el formalismo desarrollado previamente en el
caso del erizo de mar para el caso de la fertilizaciéon de mamiferos con el proposito
de lograr una mayor comprension.

Los espermatozoides son células altamente especializadas cuyo proposito es al-
canzar, reconocer y fusionarse con un ovocito. A pesar de la ausencia de una maqui-
naria de expresion genética, estas células moviles son capaces de responder a senales
del medio extra celular principalmente mediante senales electroquimicas intracelu-
lares y cascadas de fosforilacion.

En el caso particular de la fertilizacién de mamifero, los espermatozoides deben
transitar por el tracto reproductor femenino por un lapso a fin de adquirir la habili-
dad de nado adecuada, para alcanzar un ovocito al tiempo y lugar correcto. Durante
este periodo, ellos deben completar un proceso de maduracion. A principios de los
50’s Austin y Chang identificaron los cambios esenciales requeridos por el esper-
matozoide para poder fertilizar al ovocito y llamaron a este proceso “capacitacion”
[6, 7]. En 1957 fue realizada la primera fertilizacién in wvitro con espermatozoides
de raton proveniente del epididimo los cuales fueron expuestos a un medio quimico
bien definido llamado medio capacitante [8]. Al respecto, miltiples eventos de sefia-
lizaciéon estan involucrados y dependen de un conjunto de transportadores iénicos
localizados a lo largo de la membrana celular, los cuales son sintetizados durante la
espermatogenesis antes de convertirse en transcripcionalmente silenciados [9].

Se sabe que si los espermatozoides de raton son estimulados por un medio capa-
citante con niveles adecuados de CaCly, NaCl, NaHCO3, KCIl, aceptor de colesterol,
metabolitos, entre otros, solo una fraccién de la poblacion celular es capaz de mos-
trar una reacciéon acrosomal, una prueba crucial de que un espermatozoide se ha
capacitado [10, 11]. Las relaciones causales que originan una respuesta heterogénea
de capacitacion permanecen pobremente entendidas, mientras que la posible ventaja
de esta caracteristica permanece solo especulativa actualmente.

Conforme la capacitacion se desarrolla, el espermatozoide cambia su patréon de
batido flagelar de una motilidad activada a una motilidad hiperactivada y se hace
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competente para atravesar un evento fisiologico secretorio conocido como reacciéon
acrosomal, el cual es necesario para la fusion de los gametos [12|. Durante este
proceso, el potencial de membrana cambia del estado de reposo a un potencial
hiperpolarizado [9], la concentracion de calcio intracelular (|Ca®"];) [13], el pH (pH;)
[9], 1a concentracion de cloro (|[Cl];) [14] y la concentracion de bicarbonato (JHCOj3];)
[15] se incrementan, mientras que la concentracion de sodio ([Na'|;) disminuye [16].
Ademas, la fosforilacion por la proteina cinasa A (PKA) inicia durante los primeros
minutos de la capacitacion, mientras que la fosforilaciéon de tirosinas comienza en
estadios posteriores |9, 17, 18].

De acuerdo a la naturaleza molecular de cada uno de estos cambios fisiologicos,
los procesos de senalizaciéon involucrados en la capacitacion ocurren a diferentes
escalas de tiempo (e.g. la apertura y cierre de canales i6nicos ocurre en fracciones
de segundo mientras que los eventos de fosforilacion pueden tomar de minutos a
horas). Para propositos de este trabajo el sello del estado capacitado estara dado en
términos de los niveles de las cantidades anteriormente mencionadas.

Para aclarar la causa de la respuesta heterogénea de los espermatozoides de
raton, se introduce un modelo matematico ad hoc que considera la diversidad de
escalas de tiempo involucradas y la variabilidad en el nimero de un conjunto cla-
ve de elementos de senalizacion. Este modelo comprende eventos relacionados a la
capacitacion temprana i.e rio arriba de la fosforilacion de PKA, y esta limitado al
flagelo del espermatozoide.

Puesto que los transportadores i6nicos constituyen un porcentaje menor del total
de las proteinas de espermatozoide 9] y debido a su bajo ntumero de proteinas, se
considera en el modelado que el papel del nimero de este tipo de elementos en la
respuesta heterogénea de la capacitacion es de naturaleza estocéstica.

Para evaluar la hipotesis de que la heterogeneidad en el nimero de transportado-
res i6nicos entre los espermatozoides adquirida durante la espermatogénesis podria
explicar los niveles de capacitacion parciales tipicamente observados in vitro, se ex-
ploraron diferentes niveles de variabilidad en la cantidad de transportadores idénicos
por espermatozoide y se investigaron las propiedades de su distribucion. Este concep-
to de variabilidad en expresion de proteinas usado en este trabajo ha sido reportado
antes [19-22].

El modelo incorpora el conocimiento previo adquirido sobre fertilizacién en erizo
de mar, es construido con base en la informacién disponible de la literatura cientifica
y resultados del grupo experimental del Instituto de Biotecnologia (IBT) liderado
por el Dr. Alberto Darszon acerca de la maquinaria electroquimica de la capacitacion
de espermatozoide. Se calibré para reproducir el comportamiento electrofisioldgico
y bioquimico de una poblaciéon con idéntica maquinaria de senalizaciéon. Una vez
calibrado el modelo, se analiza la influencia de la variabilidad en el nimero de
transportadores i6nicos sobre la actividad promedio de las variables clave de la
capacitacion. Para atacar la cuestion de la respuesta heterogénea, se propone un
clasificador cuantitativo basado en la dindmica de célula tnica de estas variables
clave.

Después de una exploracién general de los parametros que definen este clasi-
ficador operacional de capacitacion, se encontraran los niveles de variabilidad que
dan lugar a la respuesta heterogénea observada experimentalmente. Dentro de este
marco de trabajo, los porcentajes tipicos de capacitacion pueden ser controlados por
perturbaciones simples o dobles (bloqueos o sobre activaciones) en elementos de la
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via de senalizacion de la capacitacion, i.e. mutaciones in silico.



Capitulo 2

Métodos

En este capitulo, primero se introduce el modelo biologico de capacitacion, el
cual esta basado en observaciones experimentales. En seguida, se construye una red
de senalizacion discreta de multiples componentes que incorpora la informacion del
modelo biologico. Después, nos enfocamos en la dinamica de la red y desarrollamos
paso a paso un esquema de actualizaciéon asincrono ad hoc por medio de elementos
estocésticos. Al final de esta seccion, se propone una definicion operacional de capa-
citacion a nivel de espermatozoide tnico a fin de discriminar entre espermatozoides
capacitados y no capacitados en las siguientes secciones de resultados.

2.1. Modelo biol6gico de capacitaciéon

La Fig. 2.1 muestra una caricatura de los elementos de la via de senalizacion
de la capacitacion considerados en el modelo matematico (Fig. 2.2). Varios trans-
portadores i6nicos de la pieza media y la pieza principal asi como sus respectivos
flujos i6nicos fueron considerados [9]. Algunos elementos de la fosforilacion temprana
relacionados con la actividad de PKA fueron considerados también [23].

La topologia de la red generada al conectar los elementos de interés para la
capacitacion, basados en las relaciones moleculares, se muestra en la Fig. 2.2. Las
etiquetas de la red de capacitacion tienen una distribucion espacial similar al diagra-
ma previo. Notese entre otras cosas, la presencia en esta red de elementos auxiliares:
nodos de recuperacion, aquellos que ayudan a representar explicitamente las fuerzas
electromotrices que generan los flujos a través cada tipo de canal i6nico, asi como
también aquellos elementos relacionados a flujos i6nicos totales.

2.2. Redes dinamicas discretas

A fin de caracterizar la dindmica de la via de senalizacion relacionada a la ca-
pacitacion temprana, se modela cada componente e interaccion como una red de
dindmica discreta (RDD). La configuracion de este tipo de redes esta dada por un
conjunto de N variables discretas {01, 09,...,0n} las cuales representan el estado
dindamico de todos los elementos de la red (nodos). La configuracion de la red evo-
luciona en pasos discretos ¢t € N de acuerdo a un conjunto de reglas dinamicas que
actualizan el estado de cada nodo. Uno de los formalismos mas estudiados dentro
de las redes dinamicas discretas es la aproximacion booleana. Tal tipo de red fue
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Figura 2.1: Representacion de la maquinaria de capacitacion considerada en este mo-
delo biologico. Las bandas grises representan la membrana del flagelo. El semicirculo
gris representa depositos de calcio. Dentro del fondo azul claro (medio intracelular),
podemos ver insertados de izquierda a derecha circulos que representan las con-
centraciones ionicas relevantes (verde) y el potencial de membrana (V, rojo). De
izquierda a derecha insertados en las banda superior gris encontramos: el aceptor de
colesterol (ChAcc), el intercambiador sodio/calcio (NCX), la bomba de calcio (PM-
CA), el canal de calcio voltaje/pH dependiente (CatSper), el canal de potasio vol-
taje/pH dependiente (Slo3), el intercambiador electroneutro sodio/proton (sNHE).
De arriba a abajo insertados en el semicirculo gris (Envoltura nuclear redundante,
RNE) encontramos: el canal de calcio IP3/calcio dependiente (IP3R), la bomba de
calcio de la envoltura nuclear redundante (SPCA). De izquierda a derecha inserta-
dos en la banda inferior gris encontramos: el cootransportador sodio/bicarbonato
(NBC), el intercambiador electroneutro cloro/bicarbonato (SLCAE), el intercam-
biador electrogénico cloro/bicarbonato (SLC26), el canal de cloro (Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator, CFTR), y el canal de sodio (ENaC). Adeni-
lato ciclasa (sAC), fosfodiesterasa (PDE), adenosin monofosfato (cAMP), proteina
quinasa A (PKA), inositol trifosfato (IP3). Cap representa el inicio de la capacitacion
tardia.

propuesta por Kauffman como un marco de trabajo para estudiar sistemas regu-
latorios genéticos y metabolicos [24], con la hipotesis subyacente que cada patrén
temporal podia ser asociado a un fenotipo celular. Este tipo de modelos ha probado
su utilidad en el estudio de varios sistemas biologicos, e.g. [2, 25, 26]. De acuerdo al
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‘PMCA‘
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Figura 2.2: Red de interaccion entre elementos considerados en el modelo biologico y
elementos auxiliares adicionales. Los circulos azules representan las concentraciones
ibnicas extracelulares. Los cuadros amarillos representan a los transportadores i6ni-
cos. Los circulos rosas representan las fuerzas electromotrices de los transportadores
i6nicos. Los cuadros rosas claros representan a las corrientes iénicas totales. Los
circulos verdes representan a las concentraciones iénicas intracelulares. Los nodos
naranjas representan a las enzimas y moléculas del citosol. El cuadro rojo representa
al nodo integrador de los cambios de capacitacion. Los cuadros rosas representan a
los nodos auxiliares de recuperaciéon de concentraciones idnicas y del potencial de
membrana. El triangulo rosa claro representa el potencial de membrana. Las fle-
chas negras representan una regulacion positiva. Las flechas rojas representan una
regulacion negativa. Las flechas amarillas representan una regulacion dual.

formalismo de Kauffman, el estado dindmico de un nodo dado o; a tiempo ¢+ 1 estéa
determinado por el estado de sus k reguladores {o;,,04,,...,0; } a tiempo ¢ como
sigue:

oi(t +1) = Filoy, (1), ..., 04, ()] (2.1)

donde F; es una funcion regulatoria que asigna un valor de un repertorio de esta-
dos discretos al nodo ¢;. Notese que cada nodo o; tiene su propia funciéon regulatoria
F;, la cual se construy6 para reflejar cualitativamente el caracter inhibidor /activador
de las interacciones de un conjunto particular de reguladores. Esta funcién puede
ser codificada a través de tablas de verdad o expresada en términos de frases logicas
booleanas. En la variante mas simple, el estado dindmico de todos los nodos es actua-
lizado sincronicamente aplicando simultdneamente su respectiva funcién regulatoria
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a cada iteracion (Ec. 2.1).
El modelo booleano puede ser generalizado a la variante multiestado, en la cual
a cada nodo o; se le permite tomar hasta m estados en vez de dos:

O'Z(t) € éz = {61‘1, ceny Gim} (22)

donde ¢; es el conjunto de estados que o; puede tomar, ¢;, € Z.

La mayoria de los nodos de la red de capacitacion tienen dos estados dinamicos.
En el caso de canales i6nicos, los estados dindmicos representan: abierto (estado 1)
y cerrado (estado 0). En el caso de concentraciones ionicas (Tab. 6.2), los estados
dindmicos representan: concentracion alta (estado 1) y concentracion baja (estado
0). En el caso de la actividad de una proteina dada, los estados dinamicos repre-
sentan: actividad alta (estado 1) y actividad baja (estado 0). En el caso de nodos
de corriente, ellos tienen tres estados dindmicos los cuales representan la direccion
de la corriente: corriente entrante (estado 1), corriente nula (estado 0) y corriente
saliente (estado —1). En el caso del potencial de membrana los estados dinamicos
representan: depolarizado (estado 1), reposo (estado 0) e hiperpolarizado (estado
—1).

En general, hay muchas formas reportadas en la literatura para construir funcio-
nes regulatorias, e.g. tablas de verdad con salidas aleatorias [24|, redes booleanas de
umbral [27], reglas de la mayoria [28|, etc. El método para construir las funciones
regulatorias en el presente modelo es ad hoc relacionado a la termodinamica y elec-
trofisiologia del fenémeno, el cual es explicado en la secciéon de apéndices. Ademas,
las reglas dinamicas para los nodos de flujo i6énico total y del nodo de potencial de
membrana fueron construidas como un caso particular del nuevo esquema propuesto,
el cual es explicado en 2.2.3.

2.2.1. RDD con actualizacién multitemporal

Como se indico en la seccidon 1, se ha establecido experimentalmente que hay una
diversidad de escalas de tiempo con las cuales los diferentes nodos de la red de capa-
citacion interactian. A fin de tomar esto en cuenta, en el presente modelo se define
una ecuacion de evolucion temporal la cual incorpora interacciones estocésticas, de
manera que cada entrada de un nodo es muestreada a diferentes tasas de acuerdo
a un proceso de Bernoulli sesgado. El valor promedio de este proceso es calibrado
de acuerdo con los experimentos (como se muestra en la seccion 2.3.1). Por lo tanto
generalizamos el modelo multiestados de Kauffman como sigue:

oi(t+1) = Fi[B;, [o,(t)], ., By, [0, (1], (2.3a)

) (2.3b)

0 en caso contrario

B;-j o3, (1)] = { oy, (t) siby =1

donde th € {0, 1} es una variable aleatoria proveniente de un proceso de Bernoulli
J
sesgado con promedio 7;; € [0, 1], muestreada a tiempo ¢, y oy,(t) € &;,.
Dado que la fosforilaciéon dependiente de PKA, los efectos del aceptor de coleste-
rol y la difusiéon desde el RNE a la pieza principal muestran tiempos caracteristicos
mas grandes que otros componentes de la red de capacitacion, existe un retardo y
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una persistencia de sus efectos la cual es modelada por un proceso de memoria. Para
estos casos en lugar de la ecuacion 2.3b, la evoluciéon del nodo esta dada,
para t = 0, por

)

BY [o;,(0)] = 0;,(0) = 0:,(0), (2.4)
y para t > 0, por

Bt [oi.()] =0, () =% | 2 2.5
Tij [:,(®)] 7, (1) 0; (t—1) en caso contrario (2:5)

Cat
: { o, (t) sibl =1
donde o0;,(t) y 03;,(t) € €&;,. Notese que aunque la evolucion del modelo de red
es sincrono, la asincronia biolégica es incorporada en el modelo a través de una
actualizacion estocastica a nivel de enlace.

2.2.2. Dinamica de flujos i6nicos: Esquema de red neuronal

A fin de gestionar los flujos i6nicos relacionados a varios tipos de transportadores,
incluimos nodos auxiliares integradores de flujos que funcionan de forma parecida a
como una neurona integra seniales provenientes de varias entradas. La actualizacion
depende de si se sobrepasa un valor de umbral dado. Cada nodo integrador de
corriente o; se actualiza de acuerdo a una funcion reguladora F; la cual consiste en
una suma pesada de sus reguladores o;;, como en el esquema de McCulloch&Pitts

[29]:

k
oi(t+1) = sgn [Z w;; 0y, (t)] (2.6)
j=1
donde la funciéon sgn discretiza la suma de los reguladores o;; pesados por wj,,
de acuerdo a:

1 stz>0
sgn(z)=¢ 0 siz=0 (2.7)
-1 siz <0

como en la Sec. 2.2.1, se puede generalizar el esquema de red neuronal a la
variante multitemporal como sigue:

k

— t
oi(t+1) = sgn [Z wy, By, [, (t)]] (2.8)
j=1

donde los nodos o; ahora tienen funciones reguladoras en el cual cada regulador
o;; participa a través de un proceso de Bernoulli sesgado. Los valores del conjunto
de pesos de la red w = {wij} esta basado en evidencia biolégica como se muestra
en la seccion 2.3.1.

2.2.3. Dinamica de flujos i6énicos con niimero de transporta-
dores heterogéneo: Red neuronal con variabilidad en
los pesos

A fin de introducir variabilidad en poblaciones de redes con un conjunto de pesos
w dado, es posible construir poblaciones de redes comenzando de una red generadora
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y su respectivo conjunto de pesos w = {wij } Cada red r de la poblacion construida
tendra un conjunto de pesos w" = {ij (wy,, D)}, donde G; es un ntmero aleatorio

muestreado con una distribuciéon de probabilidad Gaussiana truncada G(w;;, D) con
promedio w;; y desviacion estandar D, sobre un intervalo [a,b] con a,b € R y donde
este intervalo esta relacionado a los valores que G;j puede tomar. En general, las
redes que provienen de esta poblacion tendran diferentes conjuntos de pesos entre
ellas. Es posible extender esta nociéon de variabilidad en funciones regulatorias tipo
neurona a la variante multitemporal como sigue:

k
ol (t+1) = sgn [Z G, (wi;, D)B;, [0y, (t)]] (2.9)
j=1
Con todas estas extensiones al esquema de Kauffman multiestado y al esquema
de McCulloch&Pitts, hemos alcanzado el nuevo esquema general propuesto en este
trabajo para modelar la capacitaciéon temprana de raton.

2.3. Nodos integradores de flujos i6nicos

Comenzando con la ecuaciéon 2.9 y adaptandola al caso particular de los nodos
integradores de flujo (Ica, Ju, Incos, Ic1 y Ina), se introdujeron variables auxiliares
f{ , las cuales integran los flujos 7 de un i6n particular ¢ para un espermatozoide
dado r. Cada una de estas variables auxiliares se actualiza dependiendo del estado
particular de su conjunto de transportadores iénicos al tiempo ¢. A fin de considerar
las diferencias en las velocidades de operacion entre transportadores iénicos I,
se multiplica cada flujo por un ntimero aleatorio thj proveniente de un proceso de
Bernoulli sesgado con promedio 7;; a cada paso de tiempo ¢. El parametro 7;; controla
la tasa de operacion promedio del flujo I;;. La regla dindmica resultante es:

k
I[(t+1)=sgn | b, G (wiy, D)Apy, (1) (2.10)
j=1

Donde Ay;; es la fuerza electromotriz (FEM) del flujo j, Ap;; contribuird o no a
la actualizacion de I ; al tiempo t+1, dependiendo de la variable aleatoria bij, la cual
puede ser 0 o 1. Notese que cada espermatozoide r de la poblacion tiene su propio
conjunto de funciones regulatorias {F/'} para el flujo iénico neto I’ el cual puede
diferir de otro espermatozoide 7. La funcion regulatoria F es un caso particular del
esquema 2.2.3, donde la desviaciéon estandar corre sobre el intervalo D € [0, w,] y
G% € [0, 2w;]. Ademas, los nodos reguladores Ap;(t) representan la FEM asociada al
transportador j, y los pesos w; podrian ser un analogo a las conductancias efectivas.
El producto de estos términos da una expresion de corriente basada en la ley de Ohm.
Los nodos reguladores Ay;(t) tienen un repertorio de estados Apu;(t) € {—1,0,1},
donde -1 corresponde a una FEM que genera un flujo saliente, 0 corresponde a una
fuerza nula y 1 corresponde a una FEM que genera un flujo entrante. En la figura 2.3
podemos observar como un cambio en la concentracion idnica x; ocurre a través de
un flujo total f[ descrito arriba. Los pesos w; y tasas de influencia 7; son reportados
en la siguiente seccion.
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Figura 2.3: Diagrama del mecanismo por el cual una concentracion iénica z; (abajo)
cambia por medio del nodo del flujo i6nico total I] (en medio) determinado mediante
la suma pesada de todos los nodos de fuerza electromotriz Au; conectados.

D t r
b X Gik (’Ujik ,D)

2.3.1. Pesos y tasas de influencia de los nodos integradores
de flujos i6nicos
A fin de calcular los pesos w; de los canales i6nicos en la Ec. 2.10, se uso la

conductancia total n;, el promedio de la cantidad de transportadores ionicos NNV; y
la conductancia unitaria g; como sigue:

n; = Njg; (2.11)
ni _ Njg;
W, =L =24 2.12
! ;i N;gi ( )
ni _ Njg;
W, =W,, = -+ =22 2.1
’ T N NonGm (2.13)

donde para el canal i6nico j, W; € [0,1] y el indice m corresponde al canal i6nico
con mayor conductancia. En consistencia con nuestro modelo discreto, se discretizan
los pesos como sigue:

w; = O [W,],w; € {1,2,4} (2.14)

Donde la funciéon ©[z] restringe el peso decimal W; a solo tomar tres valores en-
teros; valor 1 correspondiente a ENaC y CFTR, el valor 2 correspondiente a CatSper
y el valor 4 correspondiente a KSper y a V (nodo de potencial de membrana). El
peso asignado en el caso de todos los transportadores idnicos restantes fue el menor
de los tres valores disponibles i.e. 1.
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Una distribucién normal truncada G (w;i;, D) € [0,2w;;] con promedio w;; y
desviacion D se usé a fin de obtener una variabilidad en la cantidad de transporta-
dores i6nicos de la poblacion de espermatozoides, asignando un conjunto de pesos
aleatorio {G7 (w;;, D)} a cada espermatozoide de la poblacién, donde D € [0, w;,].

Para tomar en consideracion diferencias en la velocidad de operacién de varios
transportadores i6nicos, se uso el namero aleatorio b € {0,1} proveniente de una
distribucion de Bernoulli sesgada a tiempo ¢, donde 7;; es el promedio de la distribu-
cion de Bernoulli. Si b es igual a 1 al tiempo t, el transportador iénico ¢; participara
en la suma pesada con una corriente I; (). En otro caso, el transportador iénico
tendra participacion nula en la suma pesada al tiempo t. El promedio de la distri-
bucién de Bernoulli sesgada 7;; de cada transportador iénico i; esta relacionado a
un parametro de velocidad v;; como sigue:

Ti; = VWij, Uy Ye{1,2,4,..,9} (2.15)

donde 7 € [0, 1] es un factor de proporcionalidad y permite tener escalas de tiem-
po de capacitacion consistentes con las reportadas en la literatura y esta relacionado
al maximo valor promedio que se le puede asignar a la distribucién. Una velocidad
igual a 1 corresponde a canales ionicos, una velocidad igual a 1/2 corresponde a
intercambiadores y cootransportadores, una velocidad igual a 1/4 corresponde a las
bombas de calcio. Inversos multiplicativos de las velocidades (v v;, ) mayores a 4 co-
rresponden a nodos reguladores de fosforilacion, al nodo regulador de ChAcc y a la
difusion de calcio desde el RNE a la pieza principal. Todos los parametros usados
en esta seccion son reportados en Tab. 6.4.

2.4. Nodo del potencial de membrana

El potencial de membrana es un componente central altamente conectado en la
red, en nuestro modelo puede tomar valores {—1,0, 1}, los cuales corresponden res-
pectivamente a hiperpolarizacion, reposo y depolarizacion. Para su evolucion tem-
poral se construyd una version discreta de la ecuacion de Hodgkin&Huxley [30]
mostrada en la Ec. 2.17 a través de una particion discretizante definida en la Ec.
2.19. tal que el estado de reposo es robusto bajo perturbaciones pequenas.

Como con los nodos integradores de flujos i6nicos, V' es determinado por una su-
ma pesada de miltiples fuentes: CatSper, ENaC, Slo3, CFTR, el cootransportador
NBC, el intercambiador SLC26 y la corriente de fuga IL. El peso de la i-ésima con-
tribucion esta dada por la conductancia maxima. El ultimo termino es consecuencia
de las leyes de Kirchhoff’s. entonces tenemos:

Vi—1
VI(t+1) =0 | 2bk Gj(ws, D)Ap;(t) + wy, V' (1)). (2.16)
=i

Donde wy; es el peso del potencial de membrana a un paso de tiempo anterior. z;

es el signo de la carga del ion de referencia en la corriente del transportador j. Esta
cantidad garantiza que los flujos i6nicos sean capaces de modificar el potencial de
membrana siguiendo la convencion tipica de electrofisiologia, i.e. corrientes negativas
corresponden a flujos entrantes de cargas positivas (e.g. CatSper, ENaC), corrientes
positivas corresponden a flujos salientes de cargas positivas (e.g. Slo3), o flujos en-
trantes de cargas negativas (e.g. CFTR, NBC). La variable aleatoria b’;j otra vez se
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encarga de modelar las diferentes velocidades de operaciéon de los transportadores
ionicos. Los pesos w; y velocidades 7; estdn reportadas en la seccién previa.

2.4.1. Umbrales para el nodo de potencial de membrana

La ecuacion 2.16 se dedujo de la version discreta de:

dv 1 -
Pl > ), (2.17)
o

donde C,, es la capacitancia del flagelo del espermatozoide e fj(t) es el flujo
del transportador j a tiempo t. En general, la suma pesada de la ecuacion 2.16
puede tomar valores del intervalo x; € (I;,,1;, ), el intervalo puede ser dividido como
pj = (li;_,, li;) y discretizado como sigue:

€i,, S1Ti € pm

€, S1T;E€Ep

donde [;; € (l;,,l;,,) y m es el nimero de estados que o; puede tomar. En particu-
lar, para el caso del potencial de membrana, ecuacion 2.16, La funciéon © discretiza
ad hoc los valores arrojados por la suma pesada como sigue:

1 sid <z
=< 0 s —2<zx<3, (2.19)
-1 stz < -2

donde z = [Zygﬁl 2B G (w;, 0)Ap;(t) + wy, V' (¢)], estado 1 (depolarizado),
estado 0 (reposo) y estado —1 (hiperpolarizado).

2.5. Definicién operacional de capacitaciéon a nivel
de espermatozoide tinico

La mayoria de las variables relevantes para la capacitaciéon son reportadas como
mediciones aisladas, ya sea distribuciones de poblaciones o series de tiempo, .e. no
hay mediciones disponibles multivariable a nivel de célula tnica. Esto obstaculiza el
estudio de qué cambios ocurren simultaneamente en el espermatozoide que alcanza
el estado capacitado. Tomando ventaja del modelo, exploramos la dinamica conjunta
de aquellos cambios involucrados en la respuesta de capacitacion temprana. Para es-
to, se introduce un nodo auxiliar o7, que integra a nivel de espermatozoide tnico, los
cambios fisioldgicos asociados a la capacitacion, cambios extrapolados de lo que se
ha observado en mediciones de poblaciones. Para tal nodo integrador, se consideran
los siguientes cambios observables como indicador de la capacitacion: hiperpolariza-
ciéon del potencial de membrana (estado —1), alta concentracion de [Ca?"]; (estado
1), altos niveles de pH; (estado 1) y una alta actividad de PKA (estado 1). Aunque
los niveles de sodio, bicarbonato y cloro intracelulares son también determinantes,
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ellos no fueron incluidos en el o7 debido a la escasez de medidas experimentales en
célula tnica.

Ademés, a fin de superar la falta de simultaneidad sostenida de las condiciones
de capacitacion en realizaciones individuales de espermatozoide, inherentes a la na-
turaleza estocéstica de la dinamica de la red, se midi6 la dindmica conjunta con una
ventana de observacion W. Entonces, para un espermatozoide dado r, su nodo inte-
grador o7, (t) toma el estado 1 a tiempo ¢ si el "promedio mévil", superpuesto de la
ventana W para todas las observables asociadas esté arriba de un umbral 6 € [0, 1].
Esto significa que 0”(t) se activa si a lo largo de la ventana precedente W, cada una
de las variables mencionadas anteriormente son simultaneamente encontradas en el
estado requerido para la capacitaciéon mas de una fraccion de tiempo 6. Si alguna de
estas variables falla, el nodo integrador toma el estado 0. En otras palabras, o' (t)
depende de los valores suavizados de nuestras cuatro variables selectas, calculadas
como los respectivos promedios de tiempo en ventana. El umbral del nodo integrador
f indica cual es el minimo porcentaje de tiempo que las condiciones de capacitacion
se necesitan satisfacer simultaneamente durante una ventana de observacion W. Se
define la regla dindmica para o”;(t) como sigue:

W
i Vi . . L Tt —
o7 (W, 6) = 1 siVie {V,Ca;,pH;, PKA}, si5 TZ::lal (t—7)>0 (2.200)

0 en caso contrario

1 en caso contrario

5 = { ~Losii=V , (2.20b)

donde s; proporciona el signo adecuado del nivel esperado en la variable selecta
t. Resumiendo, el nodo integrador nos dice si, en promedio, las cuatro variables
selectas estuvieron en sus respectivos estados asociados a capacitacion la suficiente
fraccion de tiempo 6 en una ventana de observacion W antes del tiempo .

Diremos que una célula tnica esta capacitada si el estado estacionario del pro-
medio en el tiempo de o’ estd arriba de un umbral 6.. Entonces, se propone un

cap

criterio de capacitacion en términos del clasificador binario og,, definido:

L

'S 1 'S

Ucap = @c [m Z O'J(lf) (221&)
t=t,+1

1 sixz>0,

0 en caso contrario

O.(z) = { (2.21Db)

el cual es una discretizacion {0, 1} del valor promedio de 07 (¢) durante una obser-
vacion post estimulo L — £, — 1, después de descartar un transitorio de ¢, requerido
para alcanzar el estado estacionario. Si o, , = 1, entonces el espermatozoide dado r
serd considerado como capacitado.

2.6. Resumen de métodos

En la calibracion y anélisis de nuestro modelo de red, podemos distinguir tres
tipos de parametros:
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» Aquellos que afectan la dindmica individual de la red: w;,, un peso que deter-
mina la contribucion del regulador j en el nodo i; 7;;, un parametro cinético
que determina la tasa de influencia del regulador j en el nodo .

= Aquellos que impactan en la poblaciéon de redes: D, la desviacion estandar de
la distribucién Gaussiana usada para muestrear el nimero de transportadores
i6nicos.

= Aquellos relacionados a la medicion de la dindamica de la red que constituyen
nuestra definicion operacional de capacitacion (Sec. 2.5): W, una ventana de
observacion del promedio movil que ajusta el nivel de suavizado de las varia-
bles de entrada del nodo integrador, #, un umbral de la actividad promedio
necesaria para activar al nodo integrador; 6., un umbral de la actividad pro-
medio del nodo integrador necesaria para que un espermatozoide se clasifique
como capacitado.

En la ultima seccion de este trabajo, se explora el bloqueo (mutantes knockout) y
sobre activacion (mutantes constitutivos) de nodos selectos. Para el primer escenario,
se pone el nodo mutado en su estado menos activo (0), mientras que para el segundo,
el nodo se fija en su estado mas activo.



Capitulo 3

Resultados

A fin de presentar los resultados principales de este trabajo, primero se repro-
dujeron los cambios cualitativos reportados en la literatura, electrofisioldgicos y de
senales de fosforilacién temprana tipicamente observados en poblaciones de esperma-
tozoides. Para esto, se valido la compatibilidad entre las simulaciones y los comporta-
mientos reportados en espermatozoides tipo silvestre asi como también en mutantes
knockout selectos. Basados en esta comparacion sistematica, se calibré el modelo y
se encontraron los valores de los parametros que determinan la dinamica de la red,
Le w, y Ti;.

Posteriormente se muestra el efecto de la variabilidad D sobre las variables de-
finitorias para la capacitacion (Ca;, pH;, V' y PKA). Después, se encontraron los
valores numéricos del umbral para el nodo integrador 6, el umbral de actividad 6.,
la ventana de observacion W, y la variabilidad D requerida para reproducir la frac-
cion de capacitacion reportada en los experimentos. Una vez con el modelo validado
que da lugar a la fracciéon de capacitacion correcta, se comparan las distribuciones de
Ca;, pH,, V' y PKA, provenientes de la subpoblacién capacitada con la subpoblacién
no capacitada. Finalmente, se muestra como la fracciéon de capacitacion puede ser
modificada a través de perturbaciones en las funciones regulatorias de la red, i.e.
mutantes in silico individuales y dobles.

Para todas las simulaciones realizadas en este trabajo, se usdé un tamano de
poblacion de N = 2 x 10? espermatozoides, debido a que a partir de poblaciones
de tamano N = 10% el comportamiento de las simulaciones numéricas no cambia al
incrementar el tamano de la poblacion.

3.1. Validaciéon del modelo

A fin de poner a prueba el modelo, primero se reprodujeron varios resultados
cualitativos de la literatura. Se probaron poblaciones silvestres (WT) y varios knoc-
kouts (KO) individuales. Se compararon las mediciones experimentales reportadas
con su respectiva contraparte en el modelo (series de tiempo promediadas sobre la
poblacion de espermatozoides). En este analisis inicial, no se incluy6 variabilidad en
los conjuntos de pesos (w;;) que definen las interacciones en la red.

La Tab. 3.1 muestra un resumen de los espermatozoides W'T simulados bajo di-
ferentes estimulos, la Tab. 3.2 muestra un resumen de los espermatozoides simulados
con bloqueo de nodos selectos. En la Sec. 3.3, se muestra que los resultados de las
dos tablas se mantienen incluso cuando se considera una variabilidad de D = 0,25.

16
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Estimulo
HCO3, v v
ChAcc v v
=+ + +
A;‘iCaZ
+]31] +]32] +[13, 33
A;ﬁNaz N N -
NA NA —[16]
+* + +
AJpH;
8 NA +]15] +(34]
Q
s 0 + —
Z| AV
ég 0[15] +[15] —[35, 3
0 + +
AsCl
NA NA +[14]
+* + +
ASPKA
NA NA +[37]

Cuadro 3.1: Resumen de la validacion del modelo en observables selectas de la red
WT. Cada celda contiene una descripcion cualitativa de los cambios observados des-
pués de un estimulo dado con respecto a las condiciones basales (A% = o7 — 7). En
la primera columna, solo el aceptor de colesterol (ChAcc) fue agregado. En la segun-
da columna, solo bicarbonato fue agregado. En la ultima columna, los dos estimulos
fueron agregados al medio extracelular. Para cada celda, la esquina superior derecha
corresponde a cambios observados en las series de tiempo promediadas sobre la si-
mulacion de 2 x 103 espermatozoides(e.g. Fig. 7.2). Los simbolos —, + y 0 se refieren
a una disminucién, un incremento y una ausencia de cambio respectivamente. Las
equinas inferiores contienen referencias para cada medicion experimental especifica,
NA significa que no hay informacién disponible en la literatura. El color verde indica
coincidencia completa entre simulacion y experimento. El superindice * se refiere a
un comportamiento transitorio.



CAPITULO 3. RESULTADOS 18

Variante de red KO

] CatSper \ Slo3 \ CFTR \ ENaC \ PKA
— 0 0 0 —
AIJV%C&Z‘
—[31] —[38] NA NA —[32, 39
0 0 + = +
AE&N&Z‘
NA NA NA —|16] +16]
0 0 0 0 0
| AwpH;
% NA NA —[40] NA NA
4 - + 0 = -
2| ARV
o NA +[41, 42 +[14, 40 —[43] +[44, 45
0 + 0 0 0
Akl
NA NA —[14] NA —[14]
— 0 0 0 —
AXPKA
NA 0[36] 0[46] NA —[39]

Cuadro 3.2: Resumen de la validacién del modelo en redes con mutantes KO selectos.
Cada celda contiene una comparacion cualitativa de los cambios en una observable
dada, después de un estimulo capacitante (ver la tltima columna de la Tab. 3.1
(HCO,+ChAcc), entre espermatozoides con un nodo bloqueado con respecto de la
red WT (AKX = ok — g¥). La esquina inferior izquierda se refiere a la evidencia
experimental, acompanada por las referencias (si es que estan disponibles), la esqui-
na superior derecha se refiere a los cambios correspondientes a las series de tiempo
promediadas sobre 2 x 10® espermatozoides simulados. Las entradas tienen los si-
guientes significados: NA para el caso de no haber literatura disponible para esa
observable particular bajo el bloqueo especifico; —, 0 y + corresponden a una dismi-
nucion, sin cambio y a un incremento con respecto a la respuesta en el control WT.
Los colores se refieren al nivel de coincidencia entre experimentos y simulaciones:
coincidencia completa (verde), coincidencia parcial (amarillo).
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3.2. Efecto de la variabilidad en la cantidad de trans-
portadores i6nicos sobre las variables relevan-
tes para capacitacion

Motivado por la pregunta de cuales son los efectos que puede tener la variabili-
dad de la cantidad de transportadores idénicos sobre la respuesta de capacitacion a
nivel de poblacién celular, se calcul6 la distribucion de los promedios temporales de
las variables mas relevantes (V, Ca;, pH; y PKA) durante el estimulo capacitante
para varios valores de variabilidad D (Fig. 3.1). La variabilidad introducida en la
cantidad de transportadores i6nicos entre espermatozoides provenientes de una po-
blacion celular es modelada mediante una distribucion Gaussiana truncada donde
su ancho es controlado por un parametro de desviacion estandar (D, Sec. 2.2.3). La
distribucion del potencial de membrana (rojo) se ensancha drasticamente en funcion
de D, y se hace ligeramente bimodal a niveles de D altos, mostrando un pico menor
en valores positivos (centrados cerca de 0.1). De forma similar, la distribucion de
calcio (morado) se hace bimodal a niveles altos de D, con un segundo pico localizado
en valores bajos de Ca; (centrados al rededor de 0.37), sin embargo esta cota supe-
rior no cambia en funciéon de variabilidad. Ademas, la distribucion de pH; (azul) se
ensancha drasticamente con la introduccién de la variabilidad y cambia de unimodal
a bimodal. En contraste, la distribucion de PKA (amarillo) no parece ser afectada
por la introducciéon de variabilidad. Con lo anterior, se puede argumentar que la
variabilidad regula la probabilidad de que cierta fraccion de la poblacién de esper-
matozoides satisfaga una definicion operacional de capacitaciéon mas estricta, esto
pudiera estar relacionado con una dindmica mas rica a medida que D se incrementa.

3.3. Parametros del criterio de capacitaciéon que re-
producen una respuesta heterogénea

Con el propésito de encontrar un conjunto de parametros razonable para nuestro
criterio de capacitacion (ver Sec. 2.5), se exploro la relacion funcional del porcentaje
de capacitacion con respecto a tres parametros (Fig. 3.2): ventana de observacion
(W) para calcular el nodo integrador (Ec. 2.20), ancho de la variabilidad de la
poblacion en la cantidad de transportadores i6nicos (D), y umbral de actividad (6,)
del nodo integrador. Es importante mencionar que el inico parametro de control para
cada espermatozoide (representado como una red individual) es la variabilidad (D),
puesto que afecta directamente la dinamica de la red a través de modificaciones en las
funciones regulatorias. Los otros pardmetros usados en la definiciéon operacional de
capacitacion, W, 0y 0., son cantidades auxiliares de observaciéon usadas para analizar
las series de tiempo generadas por cada realizacion de espermatozoide individual y
son parte del criterio de seleccion propuesto en la Sec. 2.5. La definiciéon operacional
ayuda a: 1)Discernir fluctuaciones estocasticas relevantes para la capacitacion de
simplemente ruido (parametro @), 2) encontrar cuél es la escala de tiempo de la
actividad conjunta de las cuatro variables selectas (parametro W), 3) asegurar que
los cambios requeridos no son transitorios en las series de tiempo de célula tnica,
4) medir la fuerza de la actividad conjunta de las cuatro variables selectas a lo
largo del tiempo de observacion (parametro 6.), y 5) permitir discriminar entre
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Figura 3.1: Efecto de la variabilidad sobre la distribucién de promedios temporales de
las variables selectas provenientes de una poblacion de 2 x 103 espermatozoides es-
timulados, donde D es el valor numérico de la desviacion estdndar de la distribucion

Gaussiana usada para muestrear los conjuntos de pesos w" para cada espermatozoide
r de la poblacion (Sec. 2.2.3).

espermatozoides capacitados y no capacitados.

Notese que a medida que el umbral de actividad 6. se incrementa la fraccion
de capacitacion maxima alcanzable disminuye. Ademas, se puede observar una me-
seta en la superficie dentro de una region bien definida de tamano de ventana de
observacion pequeno (W = 10 a W = 200). Mas aun, el méaximo global de la frac-
cion de capacitacion se encuentra dentro de esta regiéon de W pequena en todas
las superficies mostradas. Esta familia de superficies fue calculada con un umbral
de integracion fijo 8 = 0,225 a fin de elegir una variabilidad capaz de satisfacer lo
niveles de fraccion de capacitacion reportados en la literatura lo mejor posible REF.
Ajustando el umbral de integracion € y el umbral de actividad 6., una regiéon bien
delimitada puede ser conseguida donde varias combinaciones de W y D reproducen
una fraccién de capacitacion similar a la que se observa en experimentos de pobla-
ciones (=~ 30%) (meseta blanca a § = 0,15, Fig. 3.2). De esta meseta definida con
umbral de actividad 6. = 0,15, se eligié una combinaciéon de pardmetros de referen-
cia (punto morado) para el resto de los anélisis: el minimo de variabilidad al cual la
region de interés comienza a desarrollarse (D = 0,25), y una ventana de observacion
donde el pliegue se maximiza (W = 70).

Vale la pena mencionar que la ventana de observacion (/W = 35) podria estar
relacionada a la fluctuacion tipica mas lenta de las variables selectas (PKA), o estar
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relacionada al periodo del atractor estocastico subyacente.
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Figura 3.2: Fracciéon de capacitacion (FC) en poblaciones de espermatozoides en
funcion de tres parametros: tamano de la ventana de observacion (W, en iteracio-
nes), desviacion estandar de la variabilidad Gaussiana (D, en unidades de pesos) y
umbral de actividad del nodo integrador (.). En todas las superficies, cada punto
proviene de una poblacién de 2 x 10? espermatozoides con simulaciones de 20 x 103
iteraciones de duracién (5 x 10% iteraciones en el estado de reposo, 15 x 10? itera-
ciones después del estimulo) y un umbral de integracion 6 = 0,225. La clasificacion
de capacitado contra no capacitado se aplica a las tltimas 10* iteraciones de cada
espermatozoide individual. La barra de colores representa los niveles de fracciéon
de capacitacion. Notese que la zona blanca corresponde al nivel de capacitacion de
30+5 %, el cual es cercano a los niveles tipicamente observados para capacitacion in
vitro en espermatozoides silvestres. El conjunto de pardametros elegido para el resto
de analisis (D = 0,25, W = 70,0 = 0,225,0. = 0,15) se indica en morado (circulo en
la superficie, diamante en el mapa de calor).

3.3.1. Distribuciones de los promedios temporales de las va-
riables selectas provenientes de subpoblaciones de es-
permatozoides clasificadas

Después de clasificar a los espermatozoides de acuerdo al criterio descrito en esta
seccion, se caracterizaron para cada subpoblacion de espermatozoides (capacitados
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contra no capacitados) las distribuciones de los promedios temporales de las cuatro
variables selectas; potencial de membrana (V| rojo), calcio intracelular (Ca;, mora-
do), protones intracelulares (pH;, azul) y actividad de la proteina quinasa A (PKA,
amarillo) en la Fig. 3.3. Para las distribuciones de Ca;, pH; y PKA, se observa un
ligero incremento en sus respectivos valores de mediana de las distribuciones prove-
nientes de los espermatozoides capacitados con respecto a lo no capacitados, donde
el ancho de las tres distribuciones no parece cambiar. Significativamente, el potencial
de membrana muestra una disminucion en el valor de la mediana de la distribuciéon
con respecto a los espermatozoides no capacitados, donde la cota superior e inferior
son desplazadas a valores mas negativos en comparaciéon con los espermatozoides no
capacitados. Ademas, el potencial de membrana muestra una clara separacion entre
espermatozoides capacitados y no capacitados, cuando se compara con las otras tres
variables mostradas.

Resumiendo, la subpoblacion capacitada presenta espermatozoides mas hiper-
polarizados con un moderado incremento en Ca;, pH; y la actividad de PKA con
respecto a la subpoblacién no capacitada. Claramente, las distribuciones reportadas
en la figura 3.1 se pueden recuperar mezclando la subpoblacién capacitada con la
no capacitada mostradas en la figura 3.3.

3.4. Controlando lo niveles de fracciéon de capacita-
cién

A fin de obtener una intuicién de la importancia relativa de las proteinas mas
relevantes que regulan a la capacitacion, se analizo la respuesta de capacitacion ante
mutantes individuales y dobles provenientes de una lista de nodos selectos de interés
(Fig. 3.4). El analisis fue limitado a proteinas que se sabe se expresan especifica-
mente en el flagelo del espermatozoide (sNHE, Slo3, CatSper, PKA) y aquellas que
directamente modifican las variables electroquimicas de interés en la respuesta de
capacitacion (ENaC, CFTR). Adicionalmente al esquema previamente presentado
de KO (Tab. 3.2), se explor6 otro esquema de perturbaciones: mutantes constitu-
tivos (CM), en los cuales el nodo de interés se fija en el estado activado durante
toda la simulacién. La fraccion de capacitacion resultante después del estimulo ca-
pacitante en cada mutante es representada mediante una celda coloreada. Como
referencia, una poblacién de espermatozoides silvestre (control no perturbado) al-
canza aproximadamente el 30 % de nivel de capacitacion (el color blanco representa
la region de 30 + 5 %). Los escenarios de KO y CM individuales son mostrados en
los tridngulos inferior izquierdo y superior derecho respectivamente, los casos mixtos
se encuentran en el cuadrante superior izquierdo. En los escenarios de mutantes KO
se puede observar que el efecto predominante es en general una disminuciéon de los
niveles de capacitacion, a excepciéon de las combinaciones de CFTRKC y ENaCKO,
En el triangulo de CM el efecto predominante es incrementar los niveles de capa-
citacion, exceptuando las combinaciones de CatSper®, CFTR™ y ENaC®M. Los
escenarios de casos mixtos muestran un patrén mas complicado que los caso indi-
viduales. Este tipo de escenarios permiten validar las posibles interferencias entre
nodos. Por ejemplo, el modelo predice que la sobre activacion de cualquiera de los
nodos selectos no es suficiente para mantener la fraccion de capacitacion tipica pues
es disminuida por ejemplo por el bloqueo de Slo3, CatSper o PKA. En contraste,
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Figura 3.3: Distribuciones de los promedios temporales de las variables relevantes
para la capacitacion en poblaciones de espermatozoides simuladas bajo condicio-
nes capacitantes. Los espermatozoides fueron separados de acuerdo al clasificador
definido en la Ec. 2.21 (Sec. 2.5). Para cada grafica, la distribucion de aquellos es-
permatozoides que no alcanzaron el estado capacitado (NC) son mostradas en gris.
La fraccion capacitada de espermatozoides es etiquetada como (C). Los parame-
tros usados para la clasificacion de los espermatozoides son: umbral de integracion

= 0,225, umbral de actividad 6. = 0,15, ventana de observacion W = 70 y variabi-
lidad D = 0,25. Los valores usados para construir las distribuciones provienen de los
promedios temporales de las variables selectas de poblaciones de 2 x 10? espermato-
zoides durante 15 x 103 iteraciones con el estimulo capacitante, después de desechar
5 x 10? iteraciones en el estado de reposo. A fin de comparar las distribuciones, las
medianas de la distribucién son indicadas como lineas punteadas. Estos valores son:
V —0.040 (NC) y —0.122 (C), Ca; 0.444 (NC) y 0.454 (C), pH; 0.524 (NC) y 0.537
(C), finalmente PKA 0.434 (NC) y 0.442 (C).

en el caso de sSNHEKO, Slo3 puede totalmente salvar la respuesta de capacitacion e
incluso sobrepasar los niveles WT.

Notese que la sobre estimulacion de Slo3 o PKA puede maximizar los niveles
de capacitacion en la mayoria de combinaciones, ellos son los potenciadores mas
fuertes predichos por el modelo. Esto estd de acuerdo con el hecho de que ellos son
los nodos que afectan el potencial de membrana mas fuertemente REF, una variable
que es marcadamente diferente entre poblaciones de espermatozoides capacitados y
no capacitados (Fig.3.3).
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Figura 3.4: Fraccién de espermatozoides capacitados teniendo una o dos perturba-
ciones: inactivacion (KO, estado fijado en 0), constitutivamente activo (CM, estado
fijado en 1). Los célculos fueron hechos con los tltimos 10* pasos de tiempo de
simulaciones de 15 x 10% pasos de tiempo de duracién, en poblaciones de 2 x 103
espermatozoides al igual que en la Fig.3.2. Se us6 una ventana de observacion de
tamano 70, una variabilidad Gaussiana de D=0.25, un umbral del nodo integrador
de 8 = 0,225 y un umbral de actividad de 6. = 0,15 como en la Fig. 3.2. La zona
blanca indica los niveles de capacitacion que estan dentro del rango tipico observado
en capacitacion in vitro en espermatozoides silvestres (30 =5 %).
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Discusion

En este trabajo se propuso un nuevo esquema de actualizaciéon de la dindmica
que permite la introduccion de diferentes escalas de tiempo de interacciéon, asi como
ocurre con varias interrelaciones involucradas en la via de senalizacion de la capaci-
tacién mencionadas en la Sec. 1. En particular, este marco de trabajo matematico
considera el papel de la variabilidad en elementos de interés, justo como es el caso
de la cantidad de transportadores i6nicos en la poblaciéon de espermatozoides.

Ha habido intentos previos que solo se han enfocado en la busqueda de la to-
pologia de la red relevante a la capacitacion, donde estas redes fueron construidas
a través de una aproximacion de “arriba hacia a abajo” con técnicas de minado de
textos [47-49]. Para nuestro modelado de capacitacion se sigue una aproximacion de
“abajo hacia a arriba” con el objetivo de caracterizar los mecanismos moleculares
en la dindmica de la red. Més atin, hasta donde es de nuestro conocimiento, este es
el primer modelo dindmico para la capacitacion de mamifero que reproduce varios
experimentos relevantes reportados en la literatura (Tab. 3.1 y 3.2). Especificamen-
te reproduce =~ 80 % de la literatura disponible a la fecha (celdas verdes), donde
el 20 % restante no esta en contradiccion con el modelo (celdas amarillas). No se
puede descartar la posibilidad de componentes y mecanismos faltantes atin por ser
caracterizados en el campo, los cuales podrian complementar las funciones regula-
torias del modelo para contribuir al aumento de coincidencia con los experimentos
reportados.

El efecto de la variabilidad en las observables relevantes para la capacitacion
es incrementar la diversidad y rango de posibles dindmicas en la poblacion (Fig.
3.1). Es interesante que la introduccion de variabilidad induce bimodalidad en las
distribuciones del potencial de membrana, calcio intracelular y pH; (Fig. 3.1). Estas
formas en las distribuciones se asemejan a las que se han reportado para el potencial
de membrana y el calcio intracelular en experimentos de citometria de flujos [33, 36].
Lo dicho arriba es consistente con la observacion de que la ausencia de variabilidad en
los transportadores ionicos (i.e D = 0) lleva a niveles de capacitacion despreciables,
como se muestra en los porcentajes reportados (Fig. 3.2).

Vale la pena senalar que el valor de la variabilidad usado D = 0,25, es con-
sistente con la distribucién de probabilidad para expresion de proteinas el cual ha
sido determinado experimentalmente para otras células |21, 22|. Nétese que como
consecuencia del valor del pardmetro de control (D), aproximadamente 30 % de la
subpoblacién capacitada (proveniente de una poblacion inicial mostrada en Fig. 3.1)
tiene caracteristicas de espermatozoides altamente hiperpolarizados con niveles mas

25
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altos de Ca;, pH; y actividad de PKA con respecto a la subpoblaciéon no capacitada
(ver Fig. 3.3). Uno de los principales resultados es que la variabilidad propuesta en
la cantidad de transportadores i6nicos de la poblacion de espermatozoides modela-
da podria ser una explicaciéon para la base de la respuesta tipica heterogénea del
espermatozoide de raton en presencia de un medio capacitante in vitro, haciendo
una prediccion experimental de la forma de la distribucion (G = Gaussiana) y el
valor de la desviacion estandar de los transportadores iénicos en la membrana del
espermatozoide (D = 0,25). Adicionalmente, predicciones experimentales son pro-
porcionadas para las escalas de tiempo de la actividad conjunta (W = 35) y la
fuerza de esta actividad conjunta (0. = 0,15) entre el potencial de membrana, el
calcio intracelular, el pH intracelular y la actividad de PKA.

Otro resultado que vale la pena resaltar, es el anélisis de los mutantes individuales
y dobles (Fig. 3.4), el cual ofrece una intuicién de como controlar los niveles de
capacitacion a través de modificaciones de nodos especificos de la via de senializacion
de la capacitacion. Ademaés, este analisis hace mas evidente las jerarquias de los
elementos de la red con respecto a otros. Varios casos de interés alcanzan casi el
100 % de capacitacion o la anulan. De especial interés son los escenarios donde el
Slo3 y PKA son constitutivamente sobreactivados, nuestro modelo anticipa casi la
capacitacion completa, sugiriendo que la estimulacién de elementos especificos en
la red podria llevar al diseno de experimentos para ayudar al estudio de fertilidad
asistida. Otro resultado es que la variante del modelo donde CatSper es mutado
constitutivamente (CatSper®™, Fig. 3.4), predice que los niveles de capacitacion
disminuyen con respecto a la red W'T, a pesar de que no se anulan como en el caso
de KO. Esto sugiere que la funcién adecuada de CatSper en la via de senalizacion de
la capacitacion podria implicar una dinamica de compuerta que fluctie. Contrario
a lo que se esperaria (9,46), el modelo predice que el bloqueo de CFTR lleva a
un aumento de la capacitacion y viceversa; esto requiere mayor estudio y podria
ser indicativo de la necesidad de mecanismos adicionales relacionados a la funcion
adecuada de Cl” atin por caracterizarse.

Si bien a lo largo de esta tesis se pone énfasis en la importancia en la regulacion
de la capacitacion por la variabilidad en el numero de transportadores ionicos, cabe
resaltar dos comportamientos determinantes en el planteamiento del modelo: con-
fluencia y sinergia. El criterio de capacitacion empleado requiere de la confluencia de
un comportamiento especifico de los nodos selectos. Si solo uno de esos nodos altera
su comportamiento, la capacitacion se pierde. La sinergia se manifiesta al considerar
la potenciaciéon sobre la fraccion de capacitacion por medio de mutantes knockout
y mutantes constitutivos cuando se llevan a cabo por pares como se muestra en la
seccion 3.4.
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Limitaciones y perspectivas

El modelo ofrece una aproximacion de grano grueso al fenémeno de capacitacion,
mostrando principalmente comportamientos cualitativos. Ofrece una descripciéon del
transporte i6nico y la fosforilacién temprana, dejando a un lado médulos importan-
tes relacionados a: la fosforilacion tardia, el metabolismo homeostatico, y la reaccion
acrosomal per se, entre otros. Mas atn, el modelo sblo sugiere posibilidades de com-
portamiento sinergista entre algunos transportadores iénicos sin una explicacion
completa, como se muestra en la Fig. 3.4. A fin de mejorar la validaciéon del modelo,
mas datos experimentales son necesarios (entradas NA en la Tab. 3.2).

Asi como la mayoria del trabajo experimental realizado en el campo de la fisio-
logia del espermatozoide, el presente estudio se enfoca en la configuracion n vitro,
en la cual, el estimulo capacitante es constante a lo largo del tiempo. Sin embargo,
la capacitacion n vivo involucra un estimulo dinamico, puesto que los espermato-
zoides atraviesan cambios de entorno a lo largo de su trayecto por el tracto genital
femenino, desde la vagina hasta el oviducto. La extension del modelo para atacar
aquellos escenarios mas complicados y realistas permanece como un reto abierto.

En proyectos futuros, podria ser interesante una modelaciéon de variable conti-
nua al fenémeno de capacitaciéon para una comparaciéon mas cercana con los expe-
rimentos. También podria ser relevante incluir otros moédulos importantes para la
capacitacion (e.g. cambios fisiologicos en la cabeza del espermatozoide, metabolismo
homeostético, cascadas de fosforilacion de serinas y trioninas, etc). Igualmente, un
estudio detallado y extendido del andlisis de los mutantes explorado aqui (Fig. 3.4)
en términos de la informacion compartida o transferida (e.g. transfer entropy [50])
entre elementos selectos de la red de capacitacion (e.g. transportadores i6nicos) po-
dria ayudar a desenmaranar la organizacion jerarquica de la via de senalizacion y
finalmente explicar el posible comportamiento sinérgico entre estos elementos.

En variedad de redes de regulacion biologica se ha puesto en evidencia que su
dindmica se desarrolla en un régimen llamado critico [51], donde por ejemplo, ro-
bustez [1] y capacidad de evolucion [52| pueden ocurrir. Esta caracteristica también
se ha podido corroborar para el caso del erizo de mar [2]. Queda abierta la pregunta
de si la criticalidad esté presente en la capacitacion de mamiferos.
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Capitulo 6

Apendices

En esta seccion se describen a detalle los métodos para construir las funciones
regulatorias de: los nodos de concentracion iénica, los nodos de los transportadores
ionicos, los nodos de corriente i6nica, los nodos auxiliares, los nodos de fosforilacion
temprana, entre otros. Ademaés, se da una tabla con las condiciones iniciales usadas
en las simulaciones. En seguida, los casos particulares de nodos de flujos ionicos con
modificadores son explicados.

Debido al formalismo discreto, se emplea una aproximacion discretizada de la
ley de Ohm, el potencial de Nernst y potenciales electroquimicos. Se calcularon las
funciones regulatorias de acuerdo a las condiciones fisioldgicas del sistema. Todos los
parametros son reportados en forma de tabla y los valores lanzados por las ecuaciones
fueron discretizados en dos o tres estados de acuerdo a sus reguladores.

6.1. Condiciones iniciales

La Tab. 6.1 muestra los valores numéricos discretos usados en todas las simula-
ciones como condiciones iniciales.

6.2. Nodos de concentracién idénica intracelular y
extracelular

Los nodos de concentracién iénica solamente consideran dos estados: baja con-
centracion (estado 0) y alta concentracion (estado 1). Con respecto a los nodos
de concentracion intracelular, tienen dos reguladores, el nodo de flujo total del ion
correspondiente y la concentraciéon intracelular por si misma. Dependiendo de la
direccion del flujo y la concentracion intracelular a un paso de tiempo previo, podréa
haber un incremento, nada o una disminucién de la concentracion. Para pH, sodio y
bicarbonato, hay un regulador extra relacionado a la recuperacion del estado basal
en cada caso correspondiente. La Tab. 6.2 resume los valores numéricos de concen-
tracion intracelular y extracelular usados en las ecuaciones para calcular la direccion
y magnitud de los flujos a través de los respectivos transportadores idnicos.
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Nodo Nombre Valor
Apnex Intercambiador sodio/calcio FEM 0
Appyvca | Bomba de calcio de la pieza principal del flagelo FEM 0
Apicat CatSper FEM 0
Ca; Calcio intracelular 0
Ca, Calcio extracelular 1
Na; Sodio intracelular 1
Na, Sodio extracelular 1
pH, pH intracelular 0
pH, pH extracelular 1
\Y% Potencial de membrana 0
Cat Compuerta de CatSper 0
ICa Corriente de calcio 0
IH; Corriente de protones 0
cAMP Adenosin monofosfato ciclico 0
IP3 Inositol trifosfato 0
Apspca Bomba de calcio de los depositos de calcio FEM 0
Apirpsr Canal de IP3 FEM 0
Slo3 Compuerta de Slo3 0
K. Potasio extracelular 0
ApKSper Slo3 FEM 0
ENaC Compuerta de ENaC 0
CFTR Compuerta de CFTR 0
ALENaC ENaC FEM 0
Apsrces | Intercambiador electrogénico cloro/bicarbonato FEM 0
ApcrTr CFTR FEM 0
Cl; Cloro intracelular 0
Cl. Cloro extracelular 1
HCO3; Bicarbonato intracelular 0
HCO3, Bicarbonato extracelular 0
sAC Adenilato ciclasa soluble 0
PDE fosfodiesterasas generales 0
PKA Proteina quinasa A 0
INa Corriente de sodio 0
ApNge Cootransportador sodio/bicarbonato FEM 0
sNHE Intercambiador sodio/protén 0
AlsNHE intercambiador sodio/proton FEM 0
Apsrcag | Intercambiador electroneutro cloro/bicarbonato FEM 0
IHCO3 Corriente de bicarbonato 0
IC1 Corriente de Cloro 0
ChAcc Aceptor de colesterol 0
ApipHR nodo de restablecimiento de pH FEM 0
Apnar nodo de restablecimiento de sodio FEM 0
ALHCO3R nodo de restablecimiento de bicarbonato FEM 0
AL eak Corriente de fuga FEM 0
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Cuadro 6.1: Resumen de las condiciones iniciales usadas para todas las simulaciones,
FEM indica fuerza electromotriz.
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Nodo Estado 0 Estado 1 Estado 2 Unidades | Referencia
Ca, 0.01 2 NA mM [13]
pH, 6.80 7.20 NA NA 9]
ChAcc Ausencia Presencia NA NA [23]
Na, 0.01 130 NA mM [16]
HCO3, 0.01 25 NA mM [15]
Cl. 0.01 130 NA mM [14]
K. 0.01 5 NA mM 9]
Ca; 0.10 0.25 NA M [13]
pH, 6.50 6.80 NA NA 9]
Na;" 10 14 NA mMm [16]
HCO3;™ 5 15 NA mM [15]
Cl; 30 40 NA mM [14]
\% —20 —40 —60 mV 9]

Cuadro 6.2: Resumen de los valores numéricos para los estados de los nodos de
concentracion i6nica intracelular, extracelular y potencial de membrana. (*) Este
valor es una extrapolacion aproximada de [16]. (**) Este valor es una hipotesis de
trabajo.

6.3. Nodos de compuerta para los canales i6énicos

6.3.1. CatSper

A fin de modelar la compuerta de CatSper, se consideraron cuatro reguladores: el
potencial de membrana, el calcio intracelular, el pH intracelular y PKA. Se utilizaron
las siguientes ecuaciones para modelar el efecto de los tres primeros reguladores
mencionados:

1
PV(Va sz‘) = i Vor (0H) V. (613)
(A K
Kgg
Vou(pH;) = AW +B (6.1b)
1 pH
}(”Ca
Poa(Cay) = Ca (6.1c)

NCa NCa
Ca; % 4+ K¢J

Py es la probabilidad de que los canales de CatSper estén abiertos por influencia
del potencial de membrana y protones. La Ec. 6.1a también se refiere a la funciéon
usada para modelar la curva sigmoide conductancia contra voltaje (G/V) como se
ha reportado en [53]. La ecuacion 6.1b (V,5) modela el corrimiento de la curva de
activacion media del potencial de membrana de la ecuacion Ec. 6.1a debido al pH;.
Pe, es la probabilidad de que los canales de CatSper estén abiertos por influencia del
calcio intracelular. Donde k, Ky y Kca son parametros de ajuste empiricos, ademas
de que ng, y npm son las estequiometrias de calcio y protones respectivamente.
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Constante | Valor numérico

K 30mV

KCa 0.5mM

Nca 2
A 79.7mV

Kon 6.81

ny 35.52
B 8.35mV

Cuadro 6.3: Resumen de las constantes de las ecuaciones para el calculo de la com-
puerta de CatSper.

De acuerdo con la combinacion de estados de los reguladores, se realiza el pro-
ducto de las ecuaciones 6.1b y 6.1c para obtener la probabilidad de que los canales
de CatSper estén abiertos por influencia de sus tres reguladores. Posteriormente se
discretiza este producto mediante un umbral maz(Py Pc,)/2, donde la funcion maz
obtiene el valor mas grande posible de este producto dadas las condiciones fisiol6gi-
cas. Al producto por abajo de este umbral se les asocia el estado 0 (compuerta basal)
y al producto por encima de este umbral se les asocia el estado 1 (compuerta mas
permeable). La tnica accion de PKA en la compuerta consiste en correr la permea-
bilidad al estado 1 a pesar de tener un pH; y un potencial de membrana de reposo.
La Tab. 6.3 contiene un resumen de los valores numeéricos usados en las ecuaciones
para los calculos de la presente compuerta.

6.3.2. ENaC

Su permeabilidad se incrementa (estado 1) con respecto a los niveles basales
(estado 0) cuando su regulador CFTR esta en el estado 0.

6.3.3. CFTR

Su permeabilidad se incrementa (estado 1) con respecto a los niveles basales
(estado 0) cuando su unico regulador PKA esté activo (estado 1).

6.3.4. Slo3

A fin de elegir si el nodo en cuestion toma un estado basal (estado 0) o un
estado mas permeable (estado 1), se uso la ecuacion de compuerta del material
suplementario de [54] con sus respectivas constantes numéricas. La discretizacion
se lleva a cabo con un criterio semejante al mencionado en 6.3.1. Adicionalmente y
consecuencia de la calibracion del modelo mencionada en la validacion 3.1, se sigue
que Slo3 solo puede tomar el estado 1 si ChAcc o PKA o los dos estan en el estado
1. También se sigue que si PKA y CHAcc estéan en el estado 1 simultaneamente,
Slo3 puede tomar el estado 1 incluso en el potencial de reposo.
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6.4. Nodos de corriente para canales i6nicos

6.4.1. KSper

Es sabido que Slo3 es el principal responsable de la corriente de potasio llamada
KSper en el espermatozoide [55]. Sin embargo, a diferencia de Slol, la selectividad
de Slo3 es débil, esta se ha medido en expresion heterdloga del canal (Pg+ /Pyy+~ 5)
[56], la cual podria resultar en un potencial reverso cercano al potencial de reposo.
Incluso se ha reportado que el bloqueo o elminiaciéon de Slo3 anula la hiperpolari-
zacion tipica en espermatozoides capacitados [41, 42|. La apertura de un canal con
estas caracteristicas no es capaz de generar corrientes hiperpolarizadoras. Para su-
perar esta aparente contradiccion, se decidié modelar esta corriente como puramente
de K, la cual podria participar mediante un posible canal adicional de K™ rio abajo
de la actividad de Slo3 y con una mayor selectividad. A fin de obtener una nocién
de la magnitud y direccion de esta corriente, se consider6 un flujo de potasio K™ de
acuerdo al potencial de Nernst y la ley de Ohm como sigue:

RT K.
EKSper(Kea Kz) = ? In (E) (62&)
AH’KSper =V - EKSper (62b)
[KSper = PS]OSNSIO?)QSIOBA,UKSper (62C)

Tomando en cuenta la combinacion de los estados de sus reguladores (K., K;, Psjo3, V),
se discretizo la ecuacion 6.2b para tener la fuerza electromotriz de la corriente de
KSper. El estado de este nodo sera -1 si el gradiente genera un flujo entrante, 0 si
no hay flujo neto y 1 si el gradiente causa un flujo saliente de potasio. Donde Pg3
es el nodo de compuerta de Slo3, Ngpp3 es el numero de canales total y gsio3 €s la
conductancia unitaria.

6.4.2. Corriente de CFTR

A fin de obtener nocién de la magnitud y direccién del flujo a través de este
canal, se considero el gradiente de cloro/bicarbonato y se usé la ecuacion de voltaje
Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) junto con la ley de Ohm para el calculo del potencial
reverso Fcprr v la corriente Icprr:

RT PucosaHCO3; + Cl;
Feprn (HCO3,, Cl,, HCO3,, Cl) = 201 6.3
crra( )= (PHCO;),QHCOB@ +ClL (6.3a)
Icrrr(Porrr, Vi Ecrrr) = Porrr Nerrrgortr(V — Ecrrr) (6.3b)

De acuerdo a los estados de sus reguladores (HCO3,, Cl., HCO3;, Cl;, Pcprr, V),
se decidi6 por medio de las ecuaciones 6.3a y 6.3b, discretizando igual que en las
seccion previa 6.3.1, si el nodo de corriente de CFTR tendria una corriente saliente
de cloro/bicarbonato (estado —1), una corriente nula (estado 0) o una corriente
entrante de cloro/bicarbonato (estado 1). Donde Poprr es el nodo de compuerta de
CFTR, Ncprr es el numero de canales total y goprr es la conductancia unitaria.
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6.4.3. Corriente de ENaC

A fin de tener nocion de la magnitud y direccion de este flujo, se considerd el
gradiente de sodio Na™ para el potencial de Nernst y la ley de Ohm como sigue:

RT Na,
FE Na,, Na;) = —1 4
(o, No) = (1) (6.40)
Ienac(PeNacs V, Eenac) = PeNac NENacgENac(V — EgNac) (6.4Db)

Al igual que en las secciones previas, de acuerdo a los estados de sus reguladores
(Nae, Na;, Penac, V), se decidi6 con ayuda de las ecuaciones 6.4a y 6.4b si el nodo
de corriente de ENaC tendra una corriente saliente (estado —1), una corriente nula
(estado 0) o una corriente entrante de sodio (estado 1). Donde Pgnac es el nodo de
compuerta de ENaC.

6.4.4. Corriente de CatSper

A fin de tener una nocién de la magnitud y direccion del flujo de este nodo, se
consider6 solamente el gradiente de calcio Ca®" para el potencial de Nernst y la ley
de Ohm como sigue:

RT Ca,
ECatSper(Caea Caz) = ﬁ In (Ca) (65&)

ICatSper(PCatSper7 V7 ECatSper) = PCatSperNCatSpergCatSper(V - ECatSper) (65b)

De acuerdo a los estados de sus reguladores (Ca,, Ca;, Poatsper, V) se decidié con
ayuda de la Ec. 6.5a y 6.5b si el nodo de corriente de CatSper tendra una corriente
saliente (state —1), una corriente nula (state 0) o una corriente entrante de calcio
(state 1). Donde Pratsper €s €l nodo de compuerta de CatSper. La Tab. 6.4 muestra
los valores numéricos de las constantes usadas desde la Ec. 6.2a hasta la 6.5b.

6.5. Nodos de cootransportadores e intercambiado-
res i6nicos

6.5.1. Intercambiador electrogénico sodio/calcio

A fin de tener una nocion de la direccion del flujo del intercambiador sodio/calcio
(NCX), se uso la ecuacion del apéndice en [13] con sus respectivas constantes repor-
tadas. Se eligio el estado —1 para un flujo saliente de sodio y un flujo entrante de
clacio, el estado 0 para un flujo nulo, el estado 1 para un flujo entrante sodio y un
flujo saliente de calcio.
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6.5.2. Intercambiador electroneutro sodio/protén

A fin de tener una nocién de la direccion del flujo del intercambiador electroneu-
tro especifico de espermatozoide (SNHE), se us6 la siguiente consideracion energética
para determinar el estado mas probable de acuero al gradiente quimico de sus regu-
ladores como sigue:

AGnuE = Apina — Apg = RT'In (Eai) — RTIn (%) (6.6)

ae €

Se asigno el estado —1 al flujo saliente de sodio y al flujo entrante de protones,
el estado 0 para un flujo nulo, el estado 1 para un flujo entrante de sodio y un
flujo saliente de protones. Este nodo tiene su nodo regulador de compuerta, el cual
depende del potencial de membrana y el cAMP. Si hay cAMP en el citosol y el
potencial es hiperpolarizado, entonces el flujo es potenciado. Si solamente uno de
los reguladores esté presente en el estado correcto el flujo es permitido. Si ninguno
de los reguladores esté en el estado correcto el flujo es prohibido.

6.5.3. Cootransportador sodio/bicarbonato

A fin de tener una nocion de la direccion del flujo del cootransportador (NBC), se
uso el potencial reverso y las siguientes consideraciones energéticas para determinar
el estado mas probable de acuerdo a los gradientes de sus reguladores:

RT Na, HC(O3m~BC

E = 1 i i |
NBC (nNBC — 1)F n (NaeHCO3ZNBC) (6 7&)
Apngc =V — Enxsc (6.7b)

Se asigno el estado —1 a un flujo saliente, el estado 0 a un flujo nulo y el estado 1
para un flujo entrante de sodio y bicarbonato. La estequiometria sodio/bicarbonato
por transporte individual de este cootransportador nygc, se reporta en Tab. 6.4.

6.5.4. Intercambiador electroneutro cloro/bicarbonato

A fin de tener una nocion de la direccion del flujo del intercambiador CI"/HCO3
(SLCAE), se uso la siguiente consideracion energética para determinar el estado mas
probable de acuerdo al gradiente de sus reguladores:

AGAE = A,uHcog - A,UCI = RT'In (HCO36> — RT'In (Cle> (68)

Se asigno el estado —1 para un flujo saliente de cloro y un flujo entrante de
bicarbonato, el estado 0 para un flujo nulo, el estado 1 para un flujo entrante de
cloro y un flujo saliente de bicarbonato.
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Constante Valor numérico
R Constante molar del gas ideal
T 37°C
F Constante de Faraday
PxNa 5
NKSper 30
JKSper 90 pS
Prcosal 0.48
NcrTr 10
JCFTR 10pS
NeNac 10
JENaC 5pS
Ncatsper 900
JCatSper 0.5 pS
NNBC 3
NSLC26 2
0 0.25

Cuadro 6.4: Resumen de las constantes usadas en las ecuaciones de corriente y
energia de este apéndice.

6.5.5. Intercambiador electrogénico cloro/bicarbonato

A fin de tener una nocioén de la direccion del flujo del intercambiador ClI'/HCO3
(SLC26A3), se uso la siguiente consideracion energética para determinar el estado
mas probable de acuerdo al gradiente de sus reguladores:

Apgrezs = nsueze el — Encos — (nspozs — 1)V
_ BT _(CL\ _RT (HCO3,
— Mstexe T M o F U\ HCO3,

(6.9)

) - (usucas — v

Se asigné el estado —1 para un flujo saliente de cloro y un flujo entrante de
bicarbonato, el estado 0 para un flujo nulo, el estado 1 para un flujo entrante de
cloro y un flujo saliente de bicarbonato. La estequimetria de este intercambiador
nsrooe, €s reportada en Tab. 6.4.

6.6. Nodos de fosforilacién temprana

La adenilato ciclasa (sAC) tiene solo dos reguladores: calcio intracelular (Ca;)
y bicarbonato intracelular (HCO3;). La sAC se activa (estado 1) si uno de sus
reguladores, sea Ca; o HCO3; esta en altas concentraciones en el citosol (o los dos
simultaneamente en el estado 1), en otro caso la SAC estara inactiva (estado 0).

La fosfodiesterasa (PDA) incrementara su actividad de basal (estado 0) a alta
(estado 1) si hay adenosin monofosfato en el citosol (estado 1).

El adenosin monofosfato (cAMP) tiene tres reguladores: ¢l mismo, sAC y PDE.
El cAMP permanecera en su estado previo si SAC y PDE permanecen inactivos.
Habra produccion de cAMP (estado 1) mientras sAC este activa (estado 1) . Habra
disminucion de sCA (estado 0) mientras solo PDE este activo (estado 1). Habra
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disminucién de cAMP (estado 0) si PDE y sCA estan simultaneamente activados
(estado 1).

La proteina quinasa A permaneceré activa (estado 1) mientras haya cAMP en el
citosol (estado 1) en otro caso PKA permancera inactivada (estado 0).

6.7. Nodos auxiliares de recuperaciéon

Los nodos de recuperacion (pHR, NaR y HCO3R) se activan cuando su variable
respectiva (pH;, Na; y HCO3;) permanece alta (estado 1), entonces tiende a llevarla
al estado de reposo.

El nodo de corriente de fuga (IL) es un mecanismo no espeficivo de contrapeso
para cambios de voltage i.e. tiende a depolarizar el potencial si V esta hiperpolari-
zado (estado —1) y tiende a hiperpolarizar si V esta depolarizdo (estado 1).

6.8. Modificadores de flujos ionicos

A fin de tomar en cuenta moduladores de flujos ionicos, tales como el aceptor de
colesterol (suero de albumina) y fosforilacion de proteinas por PKA, se introducen
funciones que modifican los pesos de interaccién de la ecuacion 2.10.

6.8.1. Flujo de cloro

La regulacion del nodo integrador de flujo de cloro I es:

j&(t + 1) = sgn [Pt (UChAcc)bfVCFTR G" (wICFTR7 D)A/’LICFTR (t)
+ 2P"(0¢crTR, OChace, 0PKA )iy, 0. G (WsLc26, D) ApisLeas(t)
+ P (0cnace)bly, ony G (WsLear, D) ApsLeas(t)]

(6.10)

donde el modificador del transportador de cloro P? se define como sigue:

4 si ocrrr A OPKA A OChAce = 1
Pt(X) = 2 si UCFTR/\UPKA/\_‘UChAcc =1 (611)
1 en otro caso

6.8.2. Flujo de bicarbonato

La regulaciéon del nodo integrador de flujo de bicarbonato Ticos es:

jﬁcog(t + 1) = sgn Pt<0‘ChAcc)thICF GT(wICFTR’ D)AMICFTR(t)

TR
- Pt(UCFTR> 0 ChAcc) UPKA)thSLC%GT("LUSLC%, D)Apstc6(t) (6.12)
— P'(0chace)bsy, o0 G (WsLeag, D) ApisLear(t)
+P'(0chace)bhy, . G (wnse, D) Apnge(t)]

donde el modificador del transportador de bicarbonato P*(X) se define de la misma
forma que el de cloro.
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6.8.3. Flujo de sodio

La regulacion del nodo integrador de sodio Iy, es:

I (t+1) = sgn [thNaRGr(wNaR, D)Apnar(t)
+ bt G (wieNac, D) ApusNac(t) (6.13)

TIENaC

+P'(0cnace)bly . G (wnse, D) Apnge(t)]

donde el modificador del transportador de bicarbonato P'(X) se define de igual
forma que el de cloro.

6.9. Miscelanea de nodos

El nodo de inositol trifosfato (IP3) incrementara su concentracion en el citosol
(estado 1) mientras Ca; permanezca alto (estado 1) y cAMP permanezca alto (estado
1).

El nodo del canal de calcio sensible a IP3 de los depositos de calcio (IP3R)
promovera una corriente de calcio al citosol (estatdo 1) mientras IP3 permanezca
alto (estado 1) y Ca,; permanezca bajo (estado 0) en el citosol.

El nodo de la bomba de calcio de los depositos de calcio (SPCA) se activara
(estado 1) mientras haya una alta concentracion de calcio intracelular (estado 1)
promoviendo una corriente de calcio desde el citosol hacia el interior de los depositos
de calcio.

El nodo de las bombas de calcio de la pieza principal del flagelo (PMCA) se acti-
vard (estado 1) mientras haya una concentracion de calcio intracelular alta (estado
1) promoviendo una corriente desde el citosol hacia el exterior de la célula [13].
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Capitulo 7

Material suplementario

7.1. Tablas de las funciones regulatorias

Las tablas correspondientes a las funciones regulatorias de los nodos son pro-
porcionadas como un archivo comprimido .tar en el material suplementario de ar-
Xiv:submit /2906789 [g-bio.CB] 29 Oct 2019. Si para algtin regulador mencionado
arriba en el apéndice no aparece en su respectiva tabla, es debido a que su partici-
paciéon no cambia significativamente los resultados de las ecuaciones.

7.2. Figuras suplementarias

7.2.1. Series de tiempo usadas en la validacién del modelo

En la Sec. 3.1, las entradas de la Tab. 3.1 y la Tab. 3.2 resumen las tendencias
cualitativas observadas en las series de tiempo mostradas en las Figs. 7.1 a la 7.7.

7.2.2. Ejemplos de series de tiempo de espermatozoides indi-
viduales capacitados y no capacitados

La Fig. 7.8 muestra las variables slectas y el nodo integrador para espermatozoi-
des capacitados y no capacitados.

7.2.3. Series de tiempo promediadas sobre subpoblaciones de
espermatozoides capacitados y no capacitados

La Fig. 7.9 muestra las variables selectas promediadas de subpoblaciones de
espermatozoides capacitados y no capacitados provenientes de una poblacion inical
total.

43



CAPITULO 7. MATERIAL SUPLEMENTARIO

ChAcc HCO3,e
0.7 : : : — T 0.7 : : : — T
06 PKA ] 06 PKA
0.5 1 0.5
. 04 1 0.4t
< osf 1 03Ff
o
0.2 1 0.2
01 1 01f
0 b —— e 0
0.1F 1 0.1
02 . . . . . 02 . . . . .
4800 5000 5200 5400 5600 5800 6000 4800 5000 5200 5400 5600 5800 6000
12 Caj 7 12} Caj
L Naj | L Naj
1 cl; ! cl;
H —— pH; ——
0.8, " pHi " 0.8 i
R S ¢ n\‘“rar ~ i
< 06t 1 0.6 .
=) & oy
0.4+ R 0.4 e el B
0.2 l 1 02 f
0 0
4800 5000 5200 5400 5600 5800 6000 4800 5000 5200 5400 5600 5800 6000
1.6 : : ; : 16 : : : :
CatSper CatSper
14F ENaC —— 14r ENaC ——
126 CFTR J 121 CFTR
. SNHE —— . SNHE ——
X e — -
< os STo3 ] oe \ Slo3
o s
0.6 1 0.6
0.4 J 04
02+ | 1 02 f
0 L L L L L 0 L L L L L
4800 5000 5200 5400 5600 5800 6000 4800 5000 5200 5400 5600 5800 6000

tiempo (iteraciones)

tiempo (iteraciones)

AU.

AU.

AU.

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

-0.1

-0.2
4800

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

4800

1.6
1.4
1.2

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

4800

ChAcc+HCO3,

44

T T T T

PKA

N "

T

vV —

L 4 P Latah Lati s o aet

5000 5200 5400 5600

5800 6000

T

Ca,
Na,
Cl;
pHi — |

5000 5200 5400 5600

5800 6000

- CFTI

sNH
Slo

CaESper i
ENaC

R ]
E —

3 —

5000 5200 5400 5600

5800 6000

tiempo (iteraciones)

Figura 7.1: Series de tiempo promediadas de las variables de interes en una pobla-
cion silvestre. Se muestran las simulaciones de tres tipos diferentes de estimulos, los
cuales comienzan a tiempo t=>5 x 10%: s6lo ChAcc (primera columna), sélo bicarbo-
nato (segunda columna), los dos estimulos simultanemanete (tercera columna). Las
tendecias cualitativas de cada variable fueron usadas para calibrar el modelo y se
resumen en la Sec. 3.1. El tamaiio de la poblaciéon fue de 2 x 103 espermatozoides
sin variabilidad en sus transportadores idnicos.
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Figura 7.2: Series de tiempo promediadas de las variables de interes en una pobla-
cion silvestre. Se muestran simulaciones de tres tipos de estimulos, el cual comienza
a tiempo t=5 x 10%: s6lo ChAcc (primera columna), s6lo bicarbonato (segunda co-
lumna), o los dos estimulos simultdneamente (tercera columna). Las tendecias cua-
litativas de cada variable fueron usadas para calibrar el modelo y se resumen en la
Sec. 3.1. El tamaifio de la poblaciéon fue de 2 x 10® espermatozoides, los pesos de
los transportadores ionicos fueron muestreados de una distribucién Gaussiana con
desviacion estandar D = 0,25.
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Figura 7.3: Variables de interes en caso de CatSper KO (ChAcc y bicarbonato agre-
gado al medio extracelular) usadas en la Sec. 3.1 a fin de calibrar el modelo. El
potencial de membrana V se hiperpolariza, el calcio intracelular Ca; va a niveles
basales, el sodio intracelular Na; disminuye, el cloro intracelular Cl;, el bicarbonato
intracelular HCO3; y el pH, intracelular se incrementan. La actividad de PKA se
incrementa. Poblacion de 2 x 10% espermatozoides, los pesos de los transportadores
ionicos fueron muestreados de una distribucion Gaussiana con desviacion estandar

D =0,25.
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Figura 7.4: Variables de interes en el caso de CFTR KO (ChAcc y bicarbonato
agregado al medio extracelular) usadas en la Sec. 3.1 a fin de calibrar el modelo.
Potencial de membrana V hiperpolarizado, el sodio intracelular Na; va hacia niveles
basales, el calcio intracelular Ca;, el cloro intracelular Cl;, el bicarbonato intracelular
HCO3; y el pH, intracelular se incrementan. La actividad de PKA se incrementa.
Poblacion de 2 x 103 espermatozoides, los pesos de los transportadores iénicos fueron
muestreados de una distribuciéon Gaussiana con desviacion estandar D = 0,25.
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Figura 7.5: Variables de interes en el caso ENaC KO (ChAcc y bicarbonato agrega-
dos al medio extracelular) usedas en la Sec. 3.1 a fin de calibrar el modelo. Potencial
de membrana V hiperpolarizado, el sodio intracelular Na; disminuye, el calcio in-
tracelular Ca;, el cloro intracelular Cl;, el bicarbonato intracelular HCO3; y el pH,
intracelular aumentan. La actividad de PKA se incrementa. Poblacién de 2 x 103
espermatozoides, los pesos de los transportadores iénicos fueron muestreados de una
distribucion Gaussiana con desviacion estandar D = 0,25.
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Figura 7.6: Variables de interes en el caso Slo3 KO (ChAcc y bicarbonato agregado
al medio extracelular) usadas en la Sec. 3.1 a fin de calibrar el modelo. Potencial de
membrana V depolarizado, el sodio intracelular Na; disminuye, el calcio intracelular
Ca;, el cloro intracelular Cl;, el bicarbonato intracelular HCO3; y el pH, intracelular
se incrementan. La actividad de PKA aumenta. Poblacion de 2 x 10 espermatozoi-
des, los pesos de los transportadores i6nicos fueron muestreados de una distribucién

Gaussiana con desviacion estandar D = 0
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Figura 7.7: Variables de interes en caso de PKA KO (ChAcc y bicarbonato agrega-
dos al medio extracelular) usados en la Sec. 3.1 a fin de calibrar el modelo. Potencial
de membrana V depolarizado, el calcio intracelular Ca;, el sodio intracelular Na;,
el cloro intracelular Cl;, el bicarbonato intracelular HCO3; y el pH, intracelular
aumentan. La actividad de PKA se mantiene en reposo. Poblacién de 2 x 10? es-
permatozoides, los pesos de los transportadores i6nicos fueron muestreados de una
distribuciéon Gaussiana con desviacion estandar D = 0,25.
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Figura 7.8: Ejemplo de las ultimas 200 iteraciones de actividad de las variables selec-
tas y nodo integrador proveniente de espermatozoides capacitados y no capacitados.
Primera columna, variables selectas y nodo integrador de espermatozoides no capa-
citados. Segunda columna, variables selectas y nodo integrador de espermatozoides
capacitados. Tercera columna, suma acumulada donde la linea continua corresponde
a la variable selecta de los espermatozoides capacitados y la linea punteada corres-
ponde a la variable selecta de los espermatozoides no capacitados. Las simulaciones
fueron realizadas con variabilidad D = 0,25, ventana W = 70, umbral de integracion
0 = 0,15, y umbral de actividad 6, = 0,225, durante 15 x 10? iteraciones.
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Figura 7.9: Ejemplo de variables selectas promediadas sobre subpoblaciones de esper-
matozoides no capacitados y capacitados. La primera columna, variables selectas de
espermatozoides no capacitados de una poblacion estimulada inicial dada. Segunda
columna, variables selectas de espermatozoides capacitados de la misma distribucion
inicial dada. Las simulaciones fueron realizadas con variabilidad D = 0,25, ventana
W = 70, umbral de integracion ¢ = 0,15, umbral de actividad 6. = 0,225 durante
15 x 10? iteraciones.
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