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Resumen

Esta tesis estd dedicada al andlisis y modelado matematico del
transporte de calcio en el citosol celular. Su principal objetivo
es la obtencion de un conjunto de ecuaciones simplificadas que
permitan describir ese transporte y puedan ser utilizadas para
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La filosofia e scritta in questo grandissimo libro che continua-
mente ci sta aperto innanzi a gli occhi (io dico liniverso), ma
non st puo intendere se prima non Ss‘impara a intender la lin-
gqua, e conoscer i caratteri, ne’quali e scritto. Eqgli e scritto in
lingua matematica, e ¢ caratteri son triangoli, cerchi, ed altre fig-
ure geometriche, senza i quali mezi é impossibile a intenderne
umanamente parola; senza questi € un aggirarsi vanamente per
un oscuro laberinto.

(La filosoffa estd escrita en este grandisimo libro que continua-
mente estd abierto frente a los ojos (yo digo el Universo), pero
no se lo puede comprender si primero no se aprende a entender
su lengua y a conocer los caracteres con los cuales estd escrito. El
estd escrito en la lengua matematica, y los caracteres son tridngu-
los, circulos, y otras figuras geométricas sin las cuales es imposible
entender humanamente palabra alguna; sin éstos es vagar vana-
mente por un oscuro laberinto. )

Galileo Galilei, 1623
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Introduccion

Esta tesis estd dedicada al anlisis y modelado fisico/matemaético de un pro-
ceso biolégico criticamente importante a nivel celular: la dindmica del ion
calcio (Ca?") dentro de la célula.

Al “modelar” sistemas naturales, al darle expresion matematica a una re-
alidad particular, buscamos avanzar en el entendimiento de los fenémenos in-
volucrados en esa realidad, de su interaccion y organizacion espacio-temporal,
que resulta en un determinado conjunto de observaciones experimentales. Por
otro lado, buscamos también tener capacidad predictiva, tanto en lo que re-
fiere a experimentos que ain no se han realizado como a aquéllos que no
es posible realizar, ya sea por limites en la resolucién de los dispositivos de
medicién o bien por la naturaleza invasiva que deberian tener los experi-
mentos en cuestion. Con el modelado pretendemos, entonces, ENTENDER
y PREDECIR, lo cual probablemente resume los objetivos de toda investi-
gacién cientifica. En el caso de esta tesis, las preguntas motivadoras nacen
tanto desde el sistema biolégico en estudio como de la fisica involucrada en el
mismo, en particular en lo referente a sistemas de reaccién-difusién, procesos
de transporte, interacciones no-lineales y enfoques de dos escalas temporales.

Esta tesis combina estudios andliticos y numéricos, y una parte funda-
mental de la misma la constituye el andlisis de observaciones experimentales
(realizadas por el grupo de I. Parker, UC Irvine, con quien hemos desar-
rollado una colaboracién interdisciplinaria). La construccién y el andlisis de
los modelos, que son deterministas y elaborados en base a ecuaciones difer-
enciales ordinarias o en derivadas parciales, usa algunas herramientas de la
teoria de sistemas dindmicos y simulaciones numéricas.

Motivacion: dinamica del calcio
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Una caracteristica primordial de toda célula viva es su habilidad para comu-
nicarse con el medio que la rodea [Lipp and Niggli, 1996]. Esta comunicacién
requiere un procesamiento de los estimulos externos, como consecuencia del
cual la informacién entrante es transportada dentro de la célula por alguna
sustancia portadora (un mensajero secundario) para su posterior “decodifi-
cacién”. El calcio es un mensajero secundario universal que interviene en una
infinidad de procesos biolégicos [Berridge et al., 1998]: tiene un rol fundamen-
tal en las sinapsis neuronales, es el ion que abre las vesiculas contenedoras
de los neurotransmisores que permiten la comunicacién interneuronal [Au-
gustine and Charlton, 1986, Aidley, 1998]; participa en el acople entre la
excitacion eléctrica y la actividad mecdnica en el misculo cardiaco [Lipp and
Niggli, 1996]; estd también involucrado tanto en el inicio de la vida como
en la muerte celular, cuando el espermetazoide se ancla en el huevo, una o
varias ondas de calcio indican el inicio del proceso de fertilizacién [Nuccitelli,
1994], esto ocurre en diversos tipos de organismos, entre ellos, los mamiferos.
Si bien durante estos procesos el calcio es liberado dentro del citoplasma, es
sabido que la permanencia en éste de altas concentraciones de calcio durante
un tiempo prolongado lleva a la muerte celular [Berridge et al., 1998]. Dada
su versatilidad en senalar el inicio de fendmenos tan distintos dentro de un
mismo ambito, podemos concluir que el calcio actiia como un componente
multi-propdsito dentro de la maquinaria celular. Surge entonces la pregunta
de como puede hacerlo. Se supone que la informacién para iniciar uno u otro
proceso estd codificada en la dindmica espacio-temporal de la concentracion
de calcio.

1. ;Por qué se supone que hay informacion codificada en la evolucion
temporal?

Se han observado, en distintos tipos de células, oscilaciones globales
de la concentracién de calcio [Goldbeter, 1996]. Este tipo de compor-
tamiento global es usado para transmitir informacion a grandes distan-
cias. Asi como se han observado ondas de calcio dentro de una mis-
ma célula, también existen ondas intercelulares [Jung et al., 1998]. Se
supone que, en este caso, la informacion esta codificada en la frecuen-
cia de las oscilaciones. Por otro lado, hace unos anos, se identificé un
mecanismo que actia dentro de las células, capaz de decodificar la in-
formacién contenida en la frecuencia de las oscilaciones del calcio [De
Knonick and Schulmann, 1998]: la respuesta de esta maquinaria de im-
portancia a nivel fisiolégico depende de la frecuencia con la que oscila
la concentracién del calcio.

2. ;Y por qué se supone que es importante la distribucion espacial?



Introduccion 3

Un ejemplo muy interesante en este sentido tiene lugar en los musculos.
Los musculos se contraen ante una elevaciéon uniformemente distribuida
de la concentracion de calcio, mientras que se relajan cuando se los
somete a elevaciones mayores pero localizadas espacialmente [Berridge
et al., 1998]. Esto es debido a que las células son objetos inhomogéneos,
por lo que la respuesta a una elevacién local de calcio depende de
los componentes que se encuentran cerca del lugar donde ocurrié la
liberacion.

Asi es como, dentro de la amplia variedad de procesos oscilatorios que
presentan los organismos vivos, las oscilaciones de la concentracion de calcio
citosélico han atraido mucha atencién tanto de experimentalistas como de
gente que hace modelado matematico [Goldbeter, 1996, Keener and Sneyd,
1998, Murray, 1989]. Es sabido que estas oscilaciones y su expresién en el
dominio espacial, las ondas de calcio, son criticamente importantes en el
control de un extenso conjunto de funciones celulares y que forman parte de
un sistema de procesamiento de la informacién en las células de animales y
plantas. En células grandes, como los ovocitos de Xenopus laevis, las ondas
intracelulares desarrollan un alto grado de organizacién espacial, formando
circulos concéntricos, ondas planas, y espirales miltiples [Lechleiter et al.,
1991]. La velocidad de las ondas intracelulares de Ca?* es notablemente sim-
ilar (5—20 ums™!) a través de un amplio rango de tipos celulares [Jaffe, 1991].
También se han observado ondas de calcio que se propagan entre células. Se
cree que las ondas de calcio permiten la comunicacién entre distintos sec-
tores de la célula, o entre células, y que sirven para sincronizar una respuesta
global, multicelular, a un estimulo local. Sin embargo, el mensaje exacto que
transporta la onda no se conoce en la mayoria de los casos.

De todo esto se desprende la importancia de estudiar la dindmica espacio-
temporal del calcio intracelular y de los mecanismos que la afectan. Por otro
lado, dada la omnipresencia del calcio en una variedad tan grande de proce-
sos fisiologicos, el interés en su estudio es enorme dentro del drea bioldgica y
biomédica. Esto ha dado lugar a una infinidad de resultados experimentales
que buscan entender distintos aspectos de la dindmica del calcio y de su par-
ticipacién en distintos fenémenos. Un modelado adecuado y una evaluacién
correcta de la importancia relativa de los distintos procesos involucrados
es indispensable para la interpretacién de los resultados obtenidos. En esta
tesis hemos avanzado en el modelado matematico de la dindmica del calcio
intracelular y en el desarrollo de nuevos métodos de andlisis de datos experi-
mentales que permitan obtener informacion cuantitativa a partir de imdgenes
de fluorescencia.
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La maquinaria celular para el control de la concentracién de
calcio

Existen muchos mecanismos para el control de la concentracién de calcio
intracelular actuando en diferentes niveles, todos ellos disenados para ase-
gurar la presencia de Ca%* en cantidades suficientes como para que pueda
llevar a cabo sus funciones, pero no muy elevadas dado que, como ya hemos
mencionado, resultan téxicas.

En vertebrados, la mayor cantidad de calcio es almacenada en los hue-
sos, de donde se libera por estimulacion hormonal, manteniendo una con-
centracién extracelular de aproximadamente 1 mM, mientras que la concen-
tracion de calcio libre en el citosol esta alrededor de 0.1 M. Por otro lado, la
célula tiene compartimientos internos, tales como el reticulo endoplasmatico,
que actian como reservorios de calcio. En ellos las concentraciones son del
orden del milimolar. Por esta razon, existe un gradiente de concentraciones
pronunciado desde el exterior de la célula y desde el lumen del reticulo hacia
el citosol. Esto hace que la célula tenga la capacidad de aumentar rapida-
mente su concentracién de Ca?t, [Ca’"|, mediante la apertura de canales
de Ca?" en la membrana plasmética y en la del reticulo, y aprovechando el
flujo pasivo que genera el gradiente de concentraciones. Sin embargo, tam-
bién implica que se necesita consumir energia para poder mantener baja la
concentracién de Ca?™ citosélico. Asi es como la célula tiene una delicada
maquinaria que controla la entrada y remocién de Ca?".

El influjo de iones de calcio al citosol se produce basicamante por dos vias:
a través de la apertura de canales situados en la membrana plasmatica o me-
diante la liberaciéon desde compartimientos internos. Hay varios ejemplos de
canales del primer tipo: en algunos la apertura es controlada por la diferencia
de potencial eléctrico a través de la membrana plasmética (importantes en la
generacién de oscilaciones rapidas en células cardiacas y en los mecanismos
de comunicacién neuronal en la célula pre-sindptica), en otros por la unién
de un ligando externo (como los receptores de NMDA presentes en sinapsis
de algunas neuronas, importantes en la propagacién de senales eléctricas e
involucrados en procesos de plasticidad sindptica), y en otros es incluso con-
trolada por estimulos mecdnicos. Los reservorios internos mas importantes
que acumulan calcio son las mitocondrias, el reticulo sarcoplasmético (SR),
el reticulo endoplasmatico (ER) y granulos secretorios. En estos casos la lib-
eracion se produce principalmente a través de dos tipos de canales ubicados
en la membrana de los reticulos sarco y/o endoplasmético: los receptores
de rianodina y los receptores de inositol (1,4,5)-trifosfato (IP3). Los recep-
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tores de rianodina juegan un papel importante en la contraccién del musculo
cardiaco. Los de IP3 se encuentran predominantemente en células no muscu-
lares y, en particular, son los responsables de la liberacion desde el reticulo
endoplasmatico en ovocitos. Uno de los fendmenos en los cuales este tipo de
receptor esta involucrado es en la fertilizacién del ovocito: la llegada de un
espermatozoide induce la liberacion de IP5 en un sitio cercano a la membrana
plasmatica, éste induce luego una onda macroscopica de calcio y posteriores
oscilaciones o, dependiendo del organismo, elevaciones sostenidas de la con-
centracién citosoOlica que se mantienen durante lapsos de horas y se cree que
constituyen una sefial relevante durante el proceso de fertilizaciéon [Keener
and Sneyd, 1998].

En cuanto a la remociéon del calcio citosélico, ocurre de diversas man-
eras, entre otras, llevandolo hacia el exterior de la célula o reinsertandolo
en reservorios internos. Estos dos métodos requieren un gasto de energia
ya que implican el transporte de una sustancia contra su gradiente de con-
centracion. Uno de los mecanismos involucrados en este transporte es una
proteina conocida como intercambiador Na™-Ca?*, que se encuentra en la
membrana plasmética y remueve calcio usando la energia electroquimica al-
macenada en el gradiente de sodio a expensas de la entrada de iones Na'.
Otra proteina relevante en el control de la concentracién de calcio en el citosol
es la Ca?t-ATPasa, que lleva a cabo la tarea de transportar calcio a través de
una membrana en contra del gradiente de concentraciones mediante el con-
sumo de energia entregado por la hidrolisis de moléculas de ATP. En ovocitos
el mecanismo mas importante lo constituye la Ca?*—ATPasa del reticulo en-
doplasmético, o bomba SERCA por sus siglas en inglés, que recaptura iones
de Ca?" presentes en el citosol hacia el reticulo endoplasmético [Keener and
Sneyd, 1998, Berridge et al., 1998]. La mitocondrias, por su parte, suelen
comportarse como un dispositivo de seguridad: pueden acumular grandes
cantidades de Ca’?" y proteger a la célula de niveles téxicos. La acumulacién
de Ca?" se da a través de una bomba que funciona a una tasa muy alta com-
parada con las de la bomba de la membrana plasmatica, la bomba SERCA
o los intercambiadores, de modo que la mitocondria juega un rol dominante.
En algunas células se ha visto que la mitocondria se localiza muy préxima a
los sitios de liberacion del reticulo, permitiéndole absorber muy rapidamente
grandes cantidades del calcio liberado. Asi es como las mitocondrias pueden
modular espacial y temporalmente las senales de calcio [Falcke et al., 1999].

El mecanismo mas rapido que tienen las células para disminuir la con-
centracién de calcio citoplasmatico libre es atraparlo por sustancias llamadas
“buffers” y que son tipicamente grandes proteinas que ligan Ca?*. Se esti-
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ma que el 99 % del calcio citoplasmaético total se encuentra ligado a buffers.
Estas sustancias controlan tanto la concentracién de Ca?* como su escala
espacial de difusién. Proteinas de este tipo también estan presentes dentro
de los reservorios internos. En la Fig. 1 se esquematizan sélo algunos de los
mecanismos involucrados en el control de la concentracion de calcio citosélico.

Matabalism
Secretion Meuronal excitability

Contraction Prafiferation

Semors (e.g. CAM)

SMOC Organelies ‘sA { ) % Buffers
: _-_-\_\-H""'--.

VOC A
ROC

Stimului<: Ly x\ \ﬂ-.H
] s \ e
i \ "
/' InshyR A S
SCaMPER \ ——
I \
i L SERCA PRCA

e Ma*iCal

M Cpdt e exchanger
[

Buffers Ktan

Figura 1: Diagrama de alguno de los mecanismos involucrados en el control
de la concentracién de calcio citosélico. Se indican ER/SR: reticulos endo o
sarcoplasmaético; organelas y buffers (tanto dentro como fuera de ER/SR).
En la membrana de ER/SR se esquematizan canales, entre ellos IP;R y RyR,
y la bomba SERCA. En la membrana plasmatica se indican canales voltaje
dependientes, bombas y el intercambiador Nat-Ca?*.

Modelado matematico de la dinamica del calcio

En relacién al modelado matemético podemos preguntarnos:

1. ;Cémo construimos estos modelos?
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2. jPor qué querriamos construir modelos? ;Cémo y para qué vamos a
usarlos?

Claramente la segunda pregunta es mas dificil de responder, se intentara darle
respuesta en forma general en esta Introduccién y en forma particular en cada
capitulo de la tesis. Nos ocupamos ahora de la primera de ellas.

En lineas generales hay dos enfoques opuestos para la construcciéon de un
modelo: el que “incluye todo” y el que “desprecia todo”. Nuestro trabajo es
conseguir un balance entre ambos. Incluir todo lo que se sabe no hace que el
modelo sea mas realista, no importa cuanto detalle se haya incluido, siempre
se estan dejando aspectos afuera. Finalmente se obtiene un sistema altamente
complicado que continua siendo una aproximacion y con el que, ademds, es
dificil de trabajar. Por otro lado, tampoco es de interés dejar afuera todas las
complejidades. La construccion de un modelo es, entonces, una forma de arte.
Es necesario decidir cuales de los detalles resultan vitales para poder estudiar
la pregunta bajo consideracion. Por supuesto, esta eleccion dependerd de la
pregunta particular, resulta entonces indispensable tener en claro cudl es la
pregunta antes de comenzar el modelado. La idea seria no incluir detalles
innecesarios, y en el mejor de los casos demostrar explicitamente que son
innecesarios. Sin embargo, si se busca incluir suficiente detalle de modo que el
modelo pueda decir algo util sobre la pregunta que se estd considerando. Todo
esto se decide en base a cada caso particular. A veces, un modelo altamente
complejo resulta apropiado. Otras veces, el méas simple de los modelos puede
brindar enorme entendimiento (un ejemplo claro al respecto lo constituyen
las ecuaciones de FitzHugh-Nagumo [Keener and Sneyd, 1998]).

Siempre hay algin grado de aproximacion en el proceso de modelar una
cierta realidad fisica como es el caso de un proceso biolégico particular. El
punto dentro del proceso de modelado en el cual se hace efectiva la aprox-
imacién determina qué tipo de esfuerzo (por ejemplo, analitico o computa-
cional) se necesita en el proceso de solucién y también afecta profundamente
la confiabilidad de la respuesta final.

En esta tesis estamos estamos interesadas en los procesos que tienen lugar
cuando el calcio ya ha ingresado al citosol. Si bien la concetracion de calcio
libre basal es muy baja, ésta se eleva a valores del orden de 70 uM (prome-
didndola sobre un volumen ~ (20 yum)? alrededor de la boca del canal) para
corrientes pequenas del orden de la de canal dnico (~ 0,07 pA). Una concen-
tracion de 1 M corresponde a ~ 75 particulas en un volumen de ~ (0,5 ym)?
(del orden del volumen sobre el que se recoge la luz en los experimentos
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épticos). Por lo tanto, optamos por un modelo matemético que prescriba la
evolucién temporal de la concentracién de calcio citosélico, [Ca?*](r,t) (o
equivalentemente, la densidad de probabilidad de encontrar un ion alrededor
de un cierto punto).

Dada la concentracién, u(r,t), de una sustancia, su cambio a lo largo del
tiempo esta descripto por una ecuacion de la forma:

i S VA | 1
donde J es el flujo de dicha sustancia y f engloba la tasa de produccion local,
la remocion y la transformacion de la sustancia en otras mediante reacciones

quimicas. En el caso del calcio citosélico, suponemos un flujo difusivo dado
por la ley de Fick [Keener and Sneyd, 1998]:

J=—DVu, (2)

donde D es el coeficiente de difusién, por lo que la Ec. (1) se transforma en:
— = DV?u+f. (3)

Esta descripcion es adecuada ya que el calcio en el citoplasma actia como el
soluto de una soluciéon diluida que, en promedio, estd en reposo.

Para poder completar la descripcién del modelo descripto por la Ec. (3)
es necesario especificar los diferentes procesos que afectan el ingreso y la
remocion del calcio hacia y desde el citosol. Tal como hemos mencionado, es-
tos iones ingresan al citosol a través de los distintos canales presentes en las
membranas que rodean al medio intracelular; y son continuamente recaptura-
dos por bombas como la Ca?*-ATPasa. Existe también una cierta corriente
pasiva “de pérdida” que permite el lento ingreso de los iones a través de las
membranas a favor del gradiente de concentraciones. Adicionalmente ocur-
ren reacciones con los diferentes buffers presentes en el citosol. La tasa a la
que ocurren estas reacciones depende, a su vez, de la concentracion de los
buffers, la cual puede variar debido a la difusién de los mismos. El problema
gana, asi, complejidad convirtiéndose en un sistema no lineal de ecuaciones
diferenciales en derivadas parciales, acopladas en un medio inhomogéneo. Es
necesario, entonces, hacer diferentes aproximaciones para poder atacar este
problema ya que, por un lado, no siempre los fenémenos involucrados estan
completamente caracterizados (por ejemplo, en lo que hace a las propiedades
de los buffers), por otro, las no-linealidades presentes dificultan el uso de
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métodos analiticos exactos y, ademas, las multiples escalas temporales y es-
paciales hacen que los métodos numéricos sean sumamente costosos.

Dentro de los muchos enfoques que podrian haberse elegido para modelar
la dinamica de liberacién y transporte de calcio en el medio intracelular,
hemos tomado la Ec.(3) como punto de partida de cada uno de los modelos
que presentamos en esta tesis. Los ingredientes que se le agreguen dependeran
de la pregunta particular que se esté queriendo responder en cada capitulo,
pero los modelos son, en todos los casos, deterministas y continuos (es decir,
en términos de concentraciones).

Modelo biologico: senales de calcio en ovocitos

Entre las células en las que mas se ha estudiado la dindmica espacio-temporal
del calcio se encuentran los miocitos y ovocitos, en particular los ovocitos de
Xenopus laevis, una especie de rana originaria de Africa que es usada como
un sistema ventajoso en varias investigaciones experimentales bioldgicas. Los
ovocitos de Xenopus laevis se caracterizan por poseer un gran tamano, te-
niendo un diametro medio del orden del milimetro, lo cual permite observar
un amplio repertorio de senales macroscopicas. El ovocito es, entonces, el
“modelo biolégico” donde estudiamos las senales de calcio.

La variedad de senales observadas en ovocitos inmaduros, las que van des-
de comportamientos espacialmente localizados (llamados blips y puffs) [Sun
et al., 1998] hasta ondas globales que se propagan por toda la célula [Calla-
maras et al., 1998], es consecuencia del hecho de que el calcio involucrado
en las mismas es liberado desde reservorios internos a través de canales que
estan distribuidos de forma espacialmente inhomogénea. Uno de los rasgos
mas caracteristicos de los canales involucrados en la liberacién de calcio desde
compartimientos intracelulares es el hecho de que su probabilidad de apertu-
ra es modulada por la concetracion de calcio. Esto provee a la célula de un
mecanismo no lineal de regulacién que se manifiesta en un fenémeno conoci-
do como “liberacién de calcio inducida por calcio” (CICR). De este modo el
citosol funciona como un medio excitable en lo que se refiere a la propagacion
de las senales de calcio.

Respecto de la organizacién espacial, diversos estudios han permitido con-
cluir que, en algunas regiones del ovocito inmaduro de Xenopus laevis, los
canales responsables de la liberacion de calcio estan organizados en conglom-
erados o clusters de aproximadamente 50 nm de lado [Swillens et al., 1999]
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separados entre si por entre 2 y 3 micrones. Estudios mas recientes indican,
ademds, que los mismos estan principalmente concentrados en una regioén del-
gada (de unos 6 micrones de ancho) cercana a la membrana plasmética [Calla-
maras and Parker, 1999b]. Como el radio de estas células es del orden del
mm, puede pensarse entonces que las fuentes de liberacion de calcio estan
ubicadas en una region esencialmente bidimensional dentro de un medio tridi-
mensional.

El receptor de IP3

La liberacion de iones de calcio desde el reticulo endoplasmatico hacia el
citosol, en ovocitos, ocurre a través de canales receptores de IP;. El IP3
(CsH15015P3) es una pequena molécula con un tamano de algunos Angstroms
[Alberts et al, 2002|. Los canales de calcio receptores de IP3 necesitan de la
presencia de este compuesto para permitir el flujo de iones a través de ellos.
Estos receptores tienen un tamano aproximado del orden de los 10nm y
se cree que estan compuestos por 4 subunidades que forman un pequeno
poro por el que pueden fluir iones. Actualmente se conocen tres tipos de
receptores de IP3 (tipos I-III) expresados de distintas maneras en diversos
tipos de células y cuya principal diferencia consiste en la afinidad por el IP3.
En ovocitos los receptores de IP3 son principalmente del tipo I.

La dindmica de los receptores de IP3 aislados ha sido (y continia siendo)
estudiada en forma experimental usando distintas técnicas. Dado el dificil
acceso a la regién celular en donde se encuentran estos receptores, muchas
observaciones se han realizado en bicapas lipidicas reconstituidas [Bezproz-
vanny et al, 1991, Watras et al., 1991]; recientemente se han obtenido reg-
istros electrofisiolégicos de canal Unico usando la técnica de “patch-clamp”
en nucleos aislados de ovocitos de Xenopus laevis [Mak et al., 2000, Mak et
al., 1998]. Otras técnicas de observacién no invasivas se encuentran también
en desarrollo [Nguyen et al., 2001]. En todos estos experimentos se estudia
la corriente eléctrica que fluye a través de los canales cuando se fijan las
concentraciones de IP5 y de Ca?t. Dado que la apertura de cada canal es un
proceso estocdstico, la comparacion entre experimento y modelo se basa en
propiedades estadisticas. Con este fin se ha estudiado la probabilidad esta-
cionaria de apertura y se ha visto que tanto el IP; como el Ca?* funcionan
como moduladores de la misma. A grandes rasgos, se ha demostrado que:

1. es necesaria la presencia de IP5 para que el canal pueda abrirse;
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2. resulta relevante la concentracion del calcio tanto en el lado citosélico
del canal, como del lado luminal (es decir la concentracién de calcio
dentro del reservorio desde el cual es liberado);

3. la concentracién de calcio en el citosol juega un papel dual: a bajas
concentraciones promueve la apertura del canal, mientras que a altas
concentraciones la inhibe [Bezprozvanny et al, 1991, Watras et al., 1991].

Este ultimo aspecto juega un papel esencial en el hecho que el citosol se com-
porte como un medio excitable ya que, a bajas concentraciones la presencia
de calcio puede inducir la liberacién de més calcio, generdndose un ciclo de
realimentacién positiva. En la Fig. 2 se muestra la probabilidad de apertura
del receptor de IP3 en funcién de la concentracién de calcio libre citosélico,
para distintos valores de la concentracion de IPj.

1.0
[InsP]  Kjp, Prra= 081
O 180uM  ~42uM
||—— 10uM  54uM
a° O 100nM  59uM
> —— 33nM  9.5uM
= sxéxs 20nM 210nM
S 7[-v- 100M 160nM
o
o
c
[ -
o
O
0.0
10 nM

[Caz+]i

Figura 2: Probabilidad de apertura del receptor de IP3 en funcién de la
concentracién de calcio libre citosélico, indicado como [Ca?T];, para diferentes
valores de la concentracién de IP3;. Los parametros Ki,n, Praz, Kacts Haet,
H,,;, se relacionan con las curvas de ajuste incluidas en la figura.
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Desde el punto de vista del modelado, se han desarrollado modelos es-
tocasticos del tipo Markoviano para poder dar cuenta de las observaciones
experimentales. El grado de complejidad de los modelos ha crecido a lo largo
del tiempo pero en todos los casos se considera que la acciéon dual del calcio,
como factor activador e inhibidor al mismo tiempo, puede describirse pen-
sando en que las subunidades del receptor poseen sitios para ligar iones Ca?*
y que estos sitios son basicamente de dos caracteristicas: en un caso la pres-
encia de calcio en un sitio es necesaria para la apertura del canal, mientras
que en el otro tipo de sitios un ion calcio ligado lleva al canal a un estado
que no permite el paso de iones.

Escalas temporales y espaciales involucradas

En los ovocitos, los receptores de IP3 estan organizados en clusters consti-
tuidos por unas decenas de canales ubicados sobre la superficie del reticulo
endoplasmatico. La dindmica de estos grupos de receptores puede consider-
arse regida no sélo por la dindmica de cada canal, sino también por el acople
entre los mismos dado por la distribucion espacio-temporal del calcio libera-
do. En una escala mas grande se produce la interacciéon entre distintos clus-
ters, la cual nuevamente es mediada por la evolucion del calcio citosélico y el
fenémeno de liberacion de calcio inducida por calcio. El proceso de generacién
de senales intracelulares de calcio constituye, asi, un problema de multiples
escalas espaciales y temporales que cubren més de 6 érdenes de magnitud:
desde microsegundos a minutos y desde nanémetros hasta milimetros.

En la Tabla 1 se muestran las escalas temporales y espaciales (aproxi-
madas) asociadas a los distintos mecanismos, segiin una aproximacion jerar-
quica al problema. En la Fig. 3 se presenta una ilustracién esquemadtica de las
escalas espaciales involucradas en las seniales de Ca?™ en ovocitos. Las sefiales
correspondientes a los eventos mdas elementales ocurren en las escalas de la
Fig. 3 A. Estas escalas van desde el tamano del poro de cada canal al tamano
del cluster. La siguiente escala es la distancia media entre clusters, 3 ym, co-
mo se muestra en la Fig. 3 B. Finalmente, la mayor escala corresponde al
tamano de toda la célula, como se muestra en la Fig. 3 C.

Esta tesis hace aportes en lo que concierne al comportamiento neto de un
cluster, sin entrar en el detalle del comportamiento de sus unidades consti-
tuyentes (los receptores individuales), y a la propagacién de ondas, en este
caso si considerando que las mismas se generan por la acciéon coordinada de
la dindmica de los clusters.
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Tabla 1: Multiples escalas involucradas.

Mecanismo Escala espacial (m) Escala temporal (s)
Canal individual 107° 107
Cluster de canales 1077 1073
Interaccién entre clusters 1076 102

Ondas globales 1073 10-2-10?

Jerarquia de eventos

Debido al ciclo de retroalimentacion positiva de liberacién de calcio inducida
por calcio, a través del cual el flujo de Ca?* desde un canal abierto favorece
la apertura de mas canales, y dependiendo de la cantidad de IP3 presente en
el citosol, se observan distintos tipos de eventos [Berridge et al., 1998, Calla-
maras et al., 1998], todos los cuales se construyen a partir de “eventos ele-
mentales” que involucran la liberacién desde un sélo canal abierto (“blips”).
Estos eventos verdaderamente elementales son dificiles de observar experi-
mentalmente, en ellos la retroalimentacién se mantiene restringida a canales
dentro de un cluster de modo que los sitios de liberacién individuales funcio-
nan auténomamente. Eventos un poco més extensos (“puffs”) que involucran
la apertura coordinada de miltiples canales que forman un conglomerado o
cluster y que aparecen frente a concentraciones moderadas de IP3, resultan
maés faciles de visualizar [Parker et al., 1996a]. Para mayores concentraciones
de TIP3 se observan ondas globales que se propagan de un modo saltatorio
mediante el mecanismo de liberacién de calcio inducida por calcio (CICR).
Esta jerarquia de eventos se esquematiza en la Fig. 4. Asi, la actividad de
sitios individuales s6lo puede monitorearse en un estrecho rango de concen-
traciones de IP3. Una alternativa para superar esta limitacion es registrar
los puffs en ovocitos previamente cargados con EGTA, un buffer lento de
Ca?* que inhibe la difusién del Ca?* sobre distancias del orden de micrémet-
ros entre sitios de liberacién [Roberts, 1994, Horne and Meyer, 1997, Song et
al., 1998, Kidd et al., 1999], mientras mantiene el efecto regenerativo a corto
rango entre receptores de IP3 dentro de un cluster [Callamaras and Parker,
2000]. En la Fig. 5 se muestran distintos tipos de sefiales intracelulares de
calcio en ovocitos de Xenopus laevis: un puff y un blip correspondientes al
mismo sitio de liberacién, en A; una onda saltatoria en B; y una onda global
en C. Ay B corresponden a imagenes de fluorescencia adquiridas con un
microscopio confocal (ver seccién siguiente) y C' a una foto bidimensional.
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Figura 3: Jerarquia de escalas espaciales. (A) El tamafio de un cluster est4 en
el orden de los 50 — 100nm. Los circulos pequeiios representan receptores
individuales. El punto dentro de cada circulo es el poro del receptor, que tiene
un didmetro de alrededor de 0,5 — 1 nm. Los circulos indican la dimension
lineal del receptor, que es del orden de los 10nm. (B) La escala espacial
entre clusters es de unos pocos micrones. Los puntos representan clusters de
receptores y el circulo pequeno indica la escala de 50 nm utilizada en (A).
(C) La escala de toda la célula es de cientos de micrones. Los puntos son
clusters de receptores de IP3 y el circulo indica la escala de 10 ym de (B).

Experimentos usando técnicas 6pticas e indicadores fluorescentes

Las observaciones estudiadas en esta tesis se obtienen combinando la técnica
de microscopia confocal [Callamaras and Parker, 1999a] con el uso de indi-
cadores fluorescentes de calcio [Takahashi et al., 1999]. En todos los casos, los
datos analizados fueron obtenidos en el laboratorio del Dr. I. Parker (Labora-
tory of Cellular and Molecular Neurobiology, Department of Psychobiology,
University of California Irvine). Se trata de imédgenes de fluorescencia que
brindan informacién espacio-temporal (aunque promediada) y constituyen
una medida indirecta de la distribucion de la concentracion del calcio en el
citosol [Horne and Meyer, 1997, Parker et al., 1997, Callamaras and Parker,
1999b).

Los indicadores de calcio son sustancias que adhieren calcio similarmente
a como lo hacen los buffers endégenos, pero que poseen la propiedad de mod-
ificar su espectro de emisién de luz dependiendo de si tienen o no iones de
Ca?* ligados. Inyectando una cierta cantidad de indicador en el citosol, ilu-
minando el medio intracelular con luz laser focalizada y recogiendo luego la
senal luminica emitida por esta sustancia, es posible seguir la evolucién de la



Introduccion 15

Figura 4: Esquema que muestra la actividad de canales y conglomerados o
clusters de canales modulados por IP3, en presencia de concentraciones cre-
cientes de dicha sustancia. (A) Para bajas concentraciones, pocos receptores
ligan IP3, entonces la retroalimentacion debida al calcio liberado por un sélo
canal esta restringida a ese canal, produciendo una senal de calcio pequena
y localizada (blip). (B) Para concentraciones intermedias de IP3, el calcio
liberado a través de la apertura espontanea de un canal causa la apertura
de muchos otros canales dentro del mismo cluster y origina un puff, pero no
logra activar clusters adyacentes. (C') Altas concentraciones de IP3 provocan
ondas de propagacion de calcio mediante el mecanismo de liberacién de calcio
inducida por calcio (CICR).
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Figura 5: Distinto tipo de senales intracelulares de calcio en ovocitos de
Xenopus laevis. (A) Un puff y un blip correspondientes al mismo sitio de
liberacién. Se muestra la imagen de fluorescencia, donde el tiempo avanza
horizontalmente, el espacio se indica en el eje vertical y los colores cuantifican
la intensidad en la fluorescencia, rojo corresponde a intensidades mas altas.
También se muestra un perfil temporal de la fluorescencia sobre el sitio de
liberacién. (B) Onda saltatoria, la sefial se propaga gracias a la activacién
sucesiva de distintos sitios de liberacion, lo cual se evidencia en el perfil
escalonado de la senal. (C) Foto bidimensional de una onda global en un
dado instante.
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cantidad de calcio ligada al indicador dentro del medio intracelular, con una
resolucién espacial del orden del micrén y temporal de milisegundos. Esta
técnica es esencialmente no invasiva, excepto por la presencia del indicador
fluorescente. Uno de los inconvenientes asociados con la técnica es el hecho
de que no provee informacion directa sobre la distribucion de calcio libre,
sino sobre la fraccién que estd ligada al indicador. El analisis de cémo de-
ducir a partir de este tipo de datos, la distribucién espacio-temporal de la
concentracion del calcio y los flujos de calcio que la generaron es un tema de
investigacion activo y constituye uno de los ejes principales de esta tesis.

En la Fig. 6 se presenta una imagen adquirida con microscopia confocal en
modo de “barrido lineal” o “line-scan”, es decir que se observa la fluorescencia
a lo largo de una linea. La imagen corresponde a la dindmica espacio-temporal
del calcio en una regiéon de un ovocito de Xenopus laevis, en una situacién en
la cual pueden observarse distintos “puffs” producidos por distintos clusters.
En este tipo de imagenes de fluorescencia, el tiempo avanza horizontalmente,
el espacio se indica en el eje vertical y la escala de colores cuantifica los valores
de intensidad en la fluorescencia, rojo corresponde a intensidades mas altas.
Las senales de fluorescencia se expresan como cocientes (F/Fy 6 AF/Fp)
de la fluorescencia en cada pixel durante una respuesta (F) relativa a la
fluorescencia basal en ese pixel antes del estimulo (F}); se obtienen valores
medios para F{ promediando sobre sucesivos barridos lineales anteriores al
estimulo.

En esta tesis analizaremos tres tipos de experimentos: (1) puffs evocados
por flashes de fotélisis de IP3 enjaulado, o “puffs reales” (Capitulo 6); (2)
micro-inyecciones de Ca** través de una pipeta, o “puffs sintéticos” (Capitu-
los 2y 6); y (3) entrada de Ca?" a través de canales voltaje-dependientes
de membrana, eventos conocidos como “sparklets” (Capitulos 5 y 6). En la
Fig. 6 el estimulo corresponde a un flash que libera IP; enjaulado introduci-
do previamente en la célula. Ver [Parker et al., 1997, Callamaras and Parker,
1999b] para mayor detalle acerca de las imagenes con microscopio confocal
y los flashes de fotdlisis de IP3 enjaulado. En cuanto a los “puffs sintéticos”,
se trata de una inyeccién ionoforética de Ca?t a través de una micropipeta
insertada en el ovocito, de modo que su punta se sitie aproximadamente 5
wm hacia adentro de la membrana celular, a la misma profundidad donde
se encuentran los sitios de puffs. Finalmente, describiremos en detalle los
experimentos de “sparklets” en el Capitulo 5.
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UV flash to
Photorelease IP3

Figura 6: Una observacion tipica de puffs en un ovocito de Xenopus laevis.
La flecha roja indica el momento en que el flash de luz ultravioleta se enfoca
en la zona del ovocito bajo observacion, de modo de liberar IP3 enjaulado
que habia sido introducido previamente. El tiempo avanza horizontalmente,
el espacio se indica en el eje vertical. La escala de colores cuantifica los valores
de intensidad en la fluorescencia, rojo corresponde a intensidades mas altas.
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“Buffers” de calcio

Las caracteristicas espacio-temporales de las senales de calcio estan fuerte-
mente influenciadas por la accién de buffers de Ca?* que cambian su movil-
idad efectiva y la concentracion de iones libres. Esto resulta de importancia
por lo menos en dos aspectos: (1) las células (particularmente las neuronas)
contienen una amplia variedad de proteinas endégenas que ligan Ca%*, que
en general estan expresadas en subpoblaciones especificas, pero que tienen
funciones desconocidas; (2) los buffers exdgenos de diferentes afinidades y
cinéticas pueden ser utilizados como una herramienta experimental para per-
tubar las sefiales de calcio en tiempos y distancias inaccesibles para la visu-
alizacion directa. Mas aun, los indicadores fluorescentes adhieren calcio tal
como lo hacen los buffers y cabria entonces preguntarse ciianto perturban las
caracteristicas de las senales que permiten medir.

La mayoria de los iones de Ca?t que entran en el citosol son rdpidamente
capturados tanto por proteinas citosélicas méviles que ligan Ca?* (CaBPs)
como por buffers inméviles de identidad desconocida. Complementariamente
a reducir la disponibilidad de iones de Ca?* libres, los buffers inméviles re-
ducen el coeficiente efectivo de difusién del Ca?t, mientras que los buffers
méviles pueden aumentar la velocidad a la que difunde el Ca?t en presencia
de buffers inmoviles. Es asi como las células utilizan las CaBPs para dar-
le forma a las sefiales de Ca?t para funciones especificas. En la Fig. 7 se
muestra la dependencia con la concentracién de calcio libre del coeficiente
de difusion efectivo debido a la interaccién con los buffers. Esta figura corre-
sponde a experimentos hechos en extractos citosélicos de ovocito de Xenopus
laevis [Allbritton et al, 1992]. Vemos que el coeficiente aumenta desde 13
hasta 64 um?s™! cuando la concentracién libre de calcio se incrementa des-
de 90nM hasta 1 M. El hecho de que el coefiente de difusién sea tan bajo
para concentraciones dentro del rango fisiolégico se debe a que el calcio se
liga a buffers lentos o inméviles. Los rangos efectivos del Ca®* libre y del
Ca?* ligado a buffers, determinados en [Allbritton et al, 1992] a partir de
su coeficiente efectivo de difusion y tiempo de vida son de 0,1 um y 5 pm,
respectivamente, mientras que para IP3 es de 24 ym. Esto indica que, para
una fuente puntual del mensajero, en células menores a los 20 um, IP3 se
comporta como un mensajero global mientras que Ca?* actiia en dominios
muy restringidos.

Las CaBPs poseen diferentes versatilidades funcionales y son clasificadas
de acuerdo a ello. Los “sensores de Ca?™”, tales como calmodulina, sufren
cambios conformacionales al ligar Ca?* que les permite ligarse a ciertas
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Figura 7: Dependencia del coeficiente de difusién para Ca* con la concen-
tracién de Ca®" libre y la cantidad de calcio agregado (ver [Allbritton et al,
1992], de donde se ha tomado la figura).

proteinas y activarlas, de modo de trasladar cambios en [Ca?*] intracelu-
lar a cascadas de senalizaciéon. Por otro lado, se cree que los “buffers de
Ca?"” tales como parvalbimina (PV) o calretinina (CR), actian sélo como
quelantes de los iones de Ca?" (sin embargo, esta visién podria cambiar a
medida que sepamos més acerca de su biologia). A pesar de su aparente fun-
cién pasiva, PV y CR despiertan gran interés, principalmente debido a su
expresién especifica en ciertas subpoblaciones de células nerviosas.

En relacién a la accién de buffers exdgenos como herramienta para per-
tubar las senales de calcio, en la Fig. 8 se comparan los efectos de dos buffers
exogenos, con afinidades similares pero cinéticas muy diferentes, en las senales
de Ca?* provocadas por fotoliberacién de IP5 en ovocitos. Un resultado sor-
prendente es que EGTA (un buffer con constante de reaccién con Ca** rela-
tivamente lenta) favorece el efecto de “balcanizacién” de las senales de Ca?™,
i.e., en presencia de 135 uM de EGTA intracelular, dejan de observarse ondas
de Ca?t, y atin altas concentraciones de IP3 sélo provocan puffs auténomos
en diferentes sitios de liberacion. Contrariamente, el buffer rapido de cal-
cio, BAPTA, favorece la globalizacién de las sefales de Ca’?*: no pueden
distinguirse puffs individuales, y el nivel de calcio varia en forma gradual y
espacialmente homogénea con [IP3]. Resultados muy similares se obtienen
con parvalbimina (cinética lenta) y calretinina (cinética rdpida), respectiva-
mente [Dargan and Parker, 2004].
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Figura 8: Efecto de buffers exégenos sobre las sefiales de Ca®T (tomado
de [Dargan and Parker, 2003]). (A) imégenes de barrido lineal y perfiles
de fluorescencia (promediando sobre regiones de 4 um que muestran las re-
spuestas frente a pulsos (flechas rojas) de distinta intensidad (indicada en
unidades normalizadas) que liberan IPj3, antes de inyectar buffer. (B) reg-
istros correspondientes al mismo ovocito luego de ser cargado con 135 uM
de EGTA. Para cada imagen se ilustran dos perfiles de fluorescencia repre-
sentativos, registrados para diferentes sitios de puffs (flechas). (C) registros
correspondientes a un ovocito diferente luego de ser cargado con 135 uM
de BAPTA. Los registros en este ovocito antes de ser cargado con BAPTA
fueron similares a los de A.
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Marco general en el que se encuadra la tesis

El proyecto general en el cual se enmarca esta tesis busca dilucidar los com-
portamientos espacio-temporales que puede presentar la concentracion de cal-
cio intracelular, determinando de qué manera son modificados por diversos
mecanismos. Para ello combinamos experimentos y modelado matematico.
Por ahora no buscamos entender qué respuesta genera (en un sistema partic-
ular) cada tipo de comportamiento. El calcio provee a la célula de un lengua-
je. Nuestro proyecto consiste en encontrar las “palabras” que lo componen,
dejando para el futuro la comprension de su significado.

Tal como hemos mencionado, las escalas temporales y espaciales asociadas
a las senales intracelulares de calcio cubren mas de 6 érdenes de magnitud.
Es imposible resolver todas estas escalas simultdneamente en un mismo ex-
perimento. Mds aln, las escalas mds pequenas no pueden ser resueltas por
ninguno de los enfoques experimentales existentes al momento. El proyecto
general busca, entonces, desarrollar un enfoque dual e integrado de modelado
matemdtico y técnicas Gpticas de alta resolucién (que desarrollan nuestros
colaboradores en biologia) para avanzar en el entendimiento de los mecan-
ismos que desencadenan los eventos elementales de calcio y como éstos se
acoplan para producir senales de calcio. Este proyecto se lleva a cabo en un
sistema celular bien caracterizado (el ovocito de Xenopus), pero los resultados
pueden ser extendidos tanto a senales mediadas por IP3 en distintos tipos y
especies celulares, como también a senales de calcio mediadas por receptores
de rianodina. Combinando datos obtenidos con distintas técnicas experimen-
tales (patch-clamp, superfusién y técnicas 6pticas), que permiten “mirar” en
mas detalle alguna de las escalas espaciales involucradas, avanzamos en el de-
sarrollo de modelos consistentes con las diferentes observaciones, que poseen
valor predictivo y que se extienden a escalas espaciales y temporales cruciales
pero experimentalmente inaccesibles (nm y us). Mds atn, el proyecto busca
integrar la informacién en un modelo unificado que permita describir lo que
ocurre en todas las escalas.

Como primer paso se ha avanzado en el modelado de los distintos niveles
por separado: dindmica del canal individual, dindmica de un cluster y trans-
porte de Ca?*, para luego integrarlo en un modelo que tenga en cuenta la
interaccion entre clusters y que permita describir sefiales mds globales. Sin
embargo, el proceso de construccién del modelo no va en una sola direccion,
empezando por lo més basico (el canal) para después hacer combinaciones
y llegar al sistema global. Se desarrollan también modelos especificos para
los distintos niveles sin usar el modelo del “nivel inferior”. La pregunta que
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motiva esta bisqueda es: jcudl es el nivel de detalle necesario para describir
y comprender los comportamientos observados en cada nivel? Suponemos
que no es necesario un grado de detalle excesivo. Por eso buscamos descrip-
ciones simplificadas en cada nivel para luego comparar con las predicciones
de modelos mas sofisticados construidos en base a combinar los de los niveles
inferiores.

En sintesis, el proyecto busca, desde la interdisciplina y el modelado, ayu-
dar a contestar preguntas pendientes sobre la dindmica del calcio, encarando
en tal proceso desafios interesantes desde el punto de vista de la fisica y de la
matematica. Dentro de este proyecto general, la investigacion de la presente
tesis se centra en la descripcién del transporte del Ca2t en el citosol.

Esquema de la tesis

En el Capitulo 1 introducimos el conjunto completo de ecuaciones que de-
scriben la dinamica del calcio en presencia de buffers. También hacemos una
breve descripcién de los modelos simplificados aparecidos en la literatura, que
se obtienen a partir del modelo detallado mediante aproximaciones analiticas
validas en distintos limites.

En el Capitulo 2 investigamos la posibilidad de aproximar el transporte
de Ca?* en presencia de buffers como un proceso puramente difusivo y de-
terminamos los limites de aplicabilidad de esta aproximacién. Utilizamos la
misma en un modelo para estudiar experimentos de puffs artificiales.

En el Capitulo 3 estudiamos la validez de una aproximacién conocida
para la dinamica del calcio intracelular, derivada a partir de un modelo de-
tallado para esa dinamica en un limite particular: la aproximacién de buffers
rapidos. Investigamos si la misma brinda una descripciéon adecuada para el
caso de propagacion de ondas. Este capitulo es el tinico que hace aportes
en lo referente a la propagacion de senales globales, de ondas de calcio; los
demas se concentran en senales locales. En este capitulo analizamos también
las limitaciones de la hipotesis de equilibrio local en presencia de fuentes
localizadas de Ca*t.

En el Capitulo 4 presentamos un nuevo enfoque para la obtencion de de-
scripciones matematicas simplificadas de la dinamica del calcio intracelular.
El mismo consiste en obtener un conjunto minimal de ecuaciones de evolu-
cion cuyas soluciones coincidan, dentro de cierto margen de error, con las
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observadas experimentalmente o con las obtenidas a partir de simulaciones
de modelos detallados. Llamaremos “reducciones observacionales” a este tipo
de descripciones. Estudiamos la validez de esta reduccion mediante simula-
ciones numeéricas.

En el Capitulo 5 presentamos un algoritmo capaz de derivar el flujo de
calcio a partir de una imagen de fluorescencia. El algoritmo se construye en
base a las ideas del Capitulo 4. Lo novedoso de este enfoque, a diferencia
de esfuerzos previos en el mismo sentido, es que el algoritmo no requiere
conocimiento explicito de todos los procesos involucrados en la dinamica del
calcio, sino tan sélo unas pocas hipotesis acerca de los mismos. El algoritmo
es validado con imédgenes generadas numéricamente y con imdgenes exper-
imentales, mostrando que reconstruye satisfactoriamente la magnitud y el
curso temporal de las corrientes de Ca?* que dan lugar a una determinada
senal fluorescente.

En el Capitulo 6 estudiamos la posibilidad de aproximar todos los mecan-
ismos de captura del calcio intracelular mediante una funcién lineal de [Ca?*].
En primer lugar investigamos por qué podria valer tal aproximacién, luego
analizamos las limitaciones de la misma mediante simulaciones numéricas y
la utilizamos para describir senales experimentales y re-analizar los puffs arti-
ficiales del Capitulo 2, desarrollando un enfoque alternativo al del Capitulo 5
para obtener informacién cuantitativa sobre las corrientes de calcio que dan
lugar a una imagen de fluorescencia.

Los Apéndices se incluyen dentro de cada capitulo y contienen material
complementario especifico. Por 1ltimo, en la seccién Conclusiones se sinte-
tizan los resultados de la tesis, se presentan sus conclusiones generales y se
discuten sus aplicaciones.



Capitulo 1

Transporte de calcio en
presencia de “buffers”: modelo
matematico completo y
aproximaciones varias derivadas
del mismo

1.1 Resumen

Dilucidar el efecto de los buffers sobre el transporte del calcio citosdlico no
es sOlo importante por el efecto que los mismos pueden tener para el fun-
cionamiento de la célula, sino también para poder “deconvolucionar” el efec-
to de los indicadores fluorescentes utilizados para la observacion. En esta
tesis estudiamos como simplificar la descripcion matematica de la dinamica
del calcio en presencia de buffers. En este capitulo introducimos el conjun-
to completo de ecuaciones que describen esta dinamica en forma detallada.
A continuaciéon hacemos una breve descripcién de los modelos simplificados
aparecidos en la literatura, los que se obtienen a partir del modelo detallado
mediante aproximaciones analiticas validas en distintos limites.

25
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1.2 Modelo matematico detallado para la dinami-
ca del calcio intracelular

La evolucién espacio-temporal de la concentracién de Ca®T citosélico, [Ca®T],
es el resultado de varios procesos: el ingreso de Ca?* al citosol a través de
canales especificos o, en algunos experimentos, mediante una inyeccién con-
trolada; la difusion del Ca?*; su interaccién con buffers (entre ellos, el indi-
cador fluorescente que es utilizado en experimentos 6pticos), y su remocién
mediante bombas e intercambiadores. Para describir la interaccion con los
buffers, consideramos que las reacciones con los mismos son de la forma:
kon,i
Ca®* + B; = CaB;, (1.1)
kofg,i

donde koni ¥ kospsi son las constantes cinéticas para la reaccion del buffer
B; con Ca?t y CaB; es el buffer B; ligado a Ca%*. Suponemos que a t = 0
la concentracién total de cada buffer, [B;](t = 0) 4+ [CaB;](t = 0), estd uni-
formemente distribuida en el espacio, [Bly; = [B;](t = 0) + [CaB;](t = 0);
y que las formas libre y ligada del buffer, B; y CaB;, respectivamente, di-
funden a la misma tasa, Dg;. En este caso, [B;] + [CaB;] = [B]r, para todo
tiempo. Asi, podemos trabajar con [Ca?*](r,t) y una sola variable por buffer,
por ejemplo [CaB;(r,t). Para los mecanismos de remocién suponemos que
los mismos pueden ser representados por una funciéon de la concentracion de
Ca?" (suposicién que discutimos més adelante) y representamos el ingreso
de Ca?" mediante un término genérico de fuente, Qc,. Las ecuaciones de
evolucién resultan entonces:

gCa®] _ ZN:R- + Do V2[Ca*] + grem([Ca®M]) + Q (12
A 3 ; Ca rem Ca» .
% = —R;+ Dy,;V’[CaBj], 3
donde
R; = —kona[Ca**]([Blri — [CaBi)) + kogs4lCaBi] (1.4)

es el término de reaccién entre Ca’" y cada buffer, B;, y la suma en (1.2)
recorre todos los buffers que afectan la dindmica del calcio citosélico (/N en
total); D¢y, es el coeficiente de difusién libre para Ca?t (~ 220um? /s [Allbrit-
ton et al, 1992]).

Las “fuentes” de Ca?" citosélico son, tipicamente, fuentes puntuales que
representan el ingreso a través de un canal (o conjunto de canales) o la
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inyeccion mediante una pipeta de didmetro muy pequeno. Por ejemplo, en el
caso de un canal tinico, o de una pipeta de didmetro despreciable (ubicados
en el origen de coordenadas), podemos suponer que

QCa = qICa(S(r), (15)

donde I, es la corriente de Ca?™ a través del canal o la pipeta y ¢ es un
factor de proporcionalidad. Tanto ¢ como I, pueden depender del tiempo y,
en el caso de canales, su variacion puede verse afectada por la propia concen-
tracién de Ca?*. En el caso de un canal, ¢(t) es proporcional a la probabilidad
de que el canal esté abierto al tiempo . Si este canal es un receptor de IP3,
por ejemplo, esta probabilidad depende de [Ca?*](r,t). La corriente, I,, por
otro lado, depende del gradiente de concentraciones a través del canal. Por
lo tanto, es una funcién no sélo de la concentraciéon de Ca?* citosélico, sino
también de la concentraciéon del otro lado de la membrana donde se encuen-
tra el canal (en el caso de los IP3R’s, la concentracién de Ca?*t en el lumen
del reticulo endoplasmatico). Por lo tanto, una descripcién completa de esta
situacién involucra acoplar el sistema (1.2)-(1.3) a ecuaciones describiendo
la probabilidad de apertura de los canales involucrados y la dinamica del
Ca?" luminal y/o extra-celular. En esta tesis no estamos interesados en la
descripcién de los procesos que modulan la corriente de Ca?* que ingresa al
citosol, sino en la del posterior proceso de transporte del Ca?" en presencia
de buffers. Por esta razén trabajamos, en la mayor parte de los capitulos,
suponiendo una fuente de Ca?t, Q¢,, de amplitud y dependencia temporal
conocidas o a ser determinadas a partir del andlisis de los experimentos. Por
lo tanto, s6lo tenemos en cuenta el sistema de ecuaciones (1.2)-(1.3). Sélo en
el Capitulo 3 incluimos una descripcién muy simplificada de la forma en que
el ingreso de Ca?* se “enciende” dependiendo de la propia concentracién de
Ca?* citosélico. En cuanto a la distribucién espacial, en la mayor parte de la
tesis consideramos fuentes localizadas, del tipo de fuentes puntuales o uni-
formemente distribuidas sobre una esfera de radio pequeno. En el Capitulo 3,
sin embargo, utilizamos un arreglo unidimensional de fuentes puntuales.

En cuanto al término de remocion, g,..,, sélo tendremos en cuenta la debi-
da a la Ca?*-ATPasa ubicada en la membrana del reticulo endoplasmatico.
En general este tipo de bombas se modela con funciones de Hill, lo cual
contempla su posible comportamiento cooperativo. Los pardmetros en las
funciones de Hill se determinan ajustandolos con datos experimentales, y se
considera que el flujo a través de las bombas es funcién solamente de [Ca?*],
y no del tiempo. En otras palabras, lo que se considera es que cuando cambia
[Ca?*], los flujos asociados a la bomba también cambian instantdneamente,
sin necesitar de un intervalo de tiempo para ajustarse al nuevo valor de
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[Ca?T]. Una expresién tipica para gren, es:

kl [Ca2+]m

rem — 795 1 oLl 1.6
a k2 + [Ca?t]|m (1.6)

donde ki y ko son constantes y el exponente m indica el grado de coopera-
tividad de la bomba. Para una descripcién detallada acerca de funciones de
Hill, cooperatividad y modelos de bombas activas, ver por ejemplo [Keener
and Sneyd, 1998].

Se desprende de las Ecs. (1.2)-(1.3) que atin cuando el comportamiento
espacio-temporal de los buffers en si mismos no es de interés, se necesita
conocer su distribucién para poder determinar la del Ca?*.

Las Ecs. (1.2)-(1.3) deben resolverse sujetas a condiciones de borde e ini-
ciales para [Ca®"|(r,t) y [CaB;(r,t). Como condicién inicial consideramos
que todas las especies estan en una distribucion uniforme de equilibrio con
la concentracién de reposo del calcio, [Ca?T],es:. Como condiciones de borde,
consideramos un fondo fijo de concentracién de Ca®*(y para el caso de una
fuente puntual Unica, la situamos en el origen para aprovechar la simetria
esférica del problema). Dado que no hay fuentes de buffers, se considera que
los mismos permanecen en equilibrio con Ca?* lejos de la fuente. Una ulti-
ma observacion es que, para poder resolver el sistema completo dado por
las Ecs. (1.2)-(1.3), se necesita un conocimiento completo de los pardmet-
ros cinéticos y las concentraciones involucradas en la Ec. (1.4) y una ex-
presién para g, (desafortunadamente, esta informacién no estd en general
disponible o estd muy pobremente caracterizada).

1.3 Aproximaciones varias al modelo detalla-
do

Las Ecs. (1.2)-(1.3) representan la descripcién completa del problema. Difer-
entes “reducciones analiticas” de este modelo matemaéatico completo han sido
derivadas en diferentes regimenes limite. Aqui presentamos un breve resumen
de algunas de ellas antes de presentar nuestro enfoque original.

La Aprozimacidn de Buffers Rdpidos (RBA) se basa en la hipétesis de
que no todos los procesos ocurren en la misma escala temporal y que las
reacciones con los buffers son los procesos mas rapidos durante la evolucién,
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es decir:

lkong[Ca®*|([Blri — [CaBi])| ; |kosilCaBil| > |DcaVZCa®t];
|Dg,;V?[CaBill; |Qcal; |grem([Ca®])1.7)

De este modo, se puede considerar que los buffers y el Ca?* estdn local-
mente en equilibrio quimico y, entonces, la dindmica del Ca?* es descripta
en términos de una ecuacién de evolucién cerrada para [Ca’*]. Esta aprox-
imacién puede obtenerse como caso particular de la reduccion perturbativa
sistematica para sistemas de reaccién-difusion con dos escalas temporales
presentada en [Strier and Dawson, 2000]. La ecuacién reducida resultante no
es de tipo difusivo [Wagner and Keizer, 1994, Strier et al., 2002], sin embargo,
puede reescribirse como una ecuacién de reaccién-difusion con un coeficiente
de difusién dependiente de la concentracién [Sneyd et al., 1998]. La validez
de esta aproximacién fue estudiada en muchos trabajos, entre ellos [Smith
et al., 1996, Smith., 1996b, Smith et al., 2001, Strier et al., 2003]. Dentro del
marco de la RBA, las Ecs. (1.2)-(1.3) pueden reducirse a [Wagner and Keizer,
1994]:

2+
% = 5{ (DCa + ; HiDB,z') V2[Ca®*] -2 x

(Z ﬂ) V[Ca®*] - V[Ca*'] + qrem + Qca }1-8)

. Kd,z’ + [Ca2+]
[Blri[Ca®"] :

donde

g = (1+;(K51,i[[5;}§;+])2> | (1.10)

Kgy;[B|r;
= ilBlri 1.11
"= Kt O] (L11)

Y Kai = kosy,i/kon,i €s la constante de disociacion del buffer B;. Se desprende
de la Ec. (1.8) que el efecto de los buffers inméviles (Dg; = 0) es reducir
la concentracién de Ca?t y su coeficiente de difusién. En el caso de buffers
moéviles puede obtenerse una imagen similar re-escribiendo la Ec. (1.8) co-
mo [Sneyd et al., 1998]:

ow

i D.ss(c(w)) <V2w +

cha (Grem(c(w)) + QCG)) ) (1.12)
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donde

Dp,i|BlriKa;
— 24 _2 : B.,i Tyidrd,i
w=[Ca™) Deo(Kqi + [Ca?t])’ (1.13)

i

[Ca?T]= c(w) es la inversa (positiva) de la Ec. (1.13), y

Desp(c) = B (DC’a + Z FéiDB,z) ; (1.14)

es un coeficiente de difusién efectivo (dependiente de la concentracién). Dado
que los buffers difunden m4s lentamente que el Ca2* libre, este coeficiente
efectivo resulta menor que Dg¢,.

Otra “reduccién analitica” del modelo, presentada por primera vez en [Ne-
her, 1986] y luego en [Smith et al., 2001], es la denominada Aprozimacion de
Buffer en Ezceso (EBA). Fisicamente, la esencia de la FBA es que el buffer
no es saturado, aun en la zona de la fuente. Altas concentraciones de buffer
minimizan la saturacion, pero la movilidad del buffer es también importante.
Los buffers estacionarios, aiin en muy altas concentraciones, eventualmente se
veran saturados cerca de la fuente. La clave esta en que suficiente buffer movil
pueda difundir hacia la regién cercana a la fuente para recargar el buffer libre
que pasa a estar ligado. Bajo estas hipétesis, [B;] & [Bilrest = [Blr,i ([Bilrest
es la concentracién de reposo del buffer en equilibrio quimico con [Ca?*],eq:
[Bilrest = [Blr.i/([Ca®"rest/ Kai+1)). Se ha mostrado que esta aproximacién
es valida cuando hay altas concentraciones de buffers méviles y/o cuando la
amplitud de la fuente es pequenia [Neher, 1986, Smith et al., 1996, Smith et
al., 2001]. Bajo la aproximacién EBA, la Ec. (1.2) se reduce a:

d[Ca*t] 24 2( 24
T = — (; kon,i[B]T,i) [CCL ]+DC’av [CU, ]+

+ Grem +QC(17 (115)

Notemos que tanto la aproximacion de buffers rapidos como la aproximacion
de buffer en exceso describen la dindmica del calcio citosélico en términos de
una tnica ecuacién diferencial para [Ca?*]. Cuando ge, = 0 y la fuente Qcq
es puntual o estd uniformemente distribuida sobre una esfera, la Ec. (1.15)
puede resolverse analiticamente. Nos ocuparemos de una ecuacién similar en
el Capitulo 6.

Bajo hipdtesis similares a las de la FBA, una aproximacion mejor fue
derivada en [Naraghi and Neher, 1997]. Las ecuaciones reducidas, en este
caso, se obtienen linealizando alrededor de las soluciones de equilibrio. Nos



Capitulo 1. Transporte de calcio en presencia de “buffers”: modelo
matematico completo y aproximaciones varias derivadas del mismo 31

referiremos a esta reduccién como la Aprozimacidn de Naraghi y Neher (NN).
Definiendo 6[Ca®"] = [Ca?t] — [Ca* ]rest ¥ 6[CaB;] = [CaB;] — [CaB;]rest, la
versién linealizada de las Ecs. (1.2)-(1.3) es:

[Ca*t] K ot 1 251 2+

—— = - (; E) S[Ca* "]+ ; p 0[CaB;] | + D V6[Ca”"] +
+Qca, (1.16)

% _ Fis0a2t) = L §[CaB) + Dy, V?5[CaBy), (1.17)
T T

donde hemos considerado Grem = 0, 73 = 1/(kossi + konilCa**]) v ki fue
definido en la Ec. (1.11). Ambos pardmetros estdn ahora evaluados en [Ca?"],cy.
Esta aproximacion resulta valida siempre que:

‘kon,i5[0a2+]([B]T,i - [Ca'Bi]rest)| ; ‘(kon,i[ca'2+]rest + koff,z)é[caBz” >
(oni0[Ca2*18[CaBi]|. (1.18)

Las Ecs. (1.16)-(1.17) pueden resolverse analiticamente para el caso de una
fuente puntual, ver [Naraghi and Neher, 1997]. En particular, en el caso de
un solo buffer, la solucion estacionaria para el caso de una fuente permanen-
temente encendida de la forma Qc, = ¢lc,d(r) estd dada, en coordenadas
esféricas, por:

Ica
[Ca**), = e X
4dmr (DCa + %D3>

[B]TDB koffDCa + konDB[B]T
1 - 1.1
T KiDow TP\ 7" DyDes (1.19)
Icq
Bl, = [Blr————° x
Ay <ﬁD(;a + DB>
koffDCa + konDB[B]T
1— - 1.20

considerando [Ca] — 0, [B] — [B]r, lejos de la fuente. En la expresién ante-
rios, K4 = kosf/kon- Esta solucién satisface las hipétesis de la aproximacién
(Ec. (1.18)) siempre que la fuente no sea demasiado intensa:

Dc.Ds (ko
qICa<<47r\/ (;; B (kffD0a+DB[B]T). (1.21)
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Comparando la solucién (1.19) con la solucién estacionaria de la ecuacién de
libre

difusién sin buffers y en presencia de la misma fuente, [Ca®"]%tre = #ﬁ
podemos concluir que, mientras que para r ~ 0 ambas soluciones son aproxi-
madamente iguales, para r suficientemente grande [Ca®*], < [Ca]4re. Esto
muestra que la presencia de buffers restringe la zona donde la concentracion
de Ca?" libre puede elevarse sobre el nivel basal a una regién relativamente
pequenia (dependiendo de las propiedades de los buffers) alrededor del punto
donde el Ca?" ingresa al citosol. De acuerdo a la RBA esta restriccién es
ain mayor, como se muestra en la Fig. 1.1 (tomada de [Naraghi and Neher,
1997]) donde se comparan las soluciones estacionarias dadas por RBA y por
NN respectivamente, para una situacién en la que hay 1 mM de BAPTA y
una fuente puntual de calcio localizada en el origen. RBA subestima [Ca?"]
(y sobreestima [CaBAPTA]) ya que considera que la reaccién estd equilibra-
da en lugares donde no lo esta. Por otro lado, para distancias mayores, las
soluciones de RBA y NN se encuentran, como se ve para r > 150nm. La
aproximaciéon NN resulta mas adecuada que RBA para estudiar gradientes

de calcio pronunciados.

La idea de este tipo de reducciones es que cuando, por ejemplo,:

1. hay una separacién de escalas temporales en el sentido que las reac-

ciones con los buffers ocurren mucho mas rapido que los demés procesos
(RBA); o

2. los buffers no se ven saturados ni siquiera en la region de la fuente
(EBA); o

3. las contribuciones no lineales al término de reaccién en la Ec. (1.4)
pueden despreciarse al ser comparadas con las contribuciones lineales

(NN);

es posible reemplazar la descripcién completa por una simplificada que sélo
es valida en un cierto régimen, donde la soluciéon de la descripcion reduci-
da es una buena aproximacion a la real. Este tipo de procedimiento acelera
los célculos y simplifica su interpretacion. Sin embargo, aun siendo simplifi-
cadas, las ecuaciones reducidas requieren conocimiento detallado de procesos
y parametros que estan pobremente caracterizados.
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Figura 1.1: Comparacion de los estados estacionarios dados por RBA y por
NN. (A), [Ca*'] y (B), [CaBAPTA] en funcién de la distancia en presencia
de 1mM de BAPTA y con una corriente de 150 fA. Dado que la RBA con-
sidera que hay equilibrio quimico en todos lados, [Ca?"] se ve notoriamente
subestimada cerca del canal, donde no se alcanza dicho equilibrio. El enfoque
NN tiene en cuenta explicitamente la cinética y, por lo tanto, no tiene ese
problema. El problema también se refleja en (B), donde 1,8 uM de [Ca?T]
saturan casi el 90 % del buffer, mientras que se obtiene un aumento méaximo
en [CaBAPTA] de 10 uM (i.e., 1% del total de BAPTA), cerca del canal.
Este defecto se debe a que la RBA no puede hacer frente al pronunciado
gradiente de calcio provocado por BAPTA.



Capitulo 2

Aproximando el transporte de
Ca“T citosélico en presencia de
“buffers” como un proceso
puramente difusivo

2.1 Resumen

Las consecuencias directas més relevantes de la presencia de buffers sobre la
distribucién del Ca?* citosélico cuando ingresa a través de un solo canal son:
a) la disminucién de la concentracién de Ca?* libre y b) la limitacién del rango
espacial sobre el cual se distribuye el Ca?" al ingresar al citosol. Esto dltimo
ocurre debido a que los buffers difunden més lentamente que el Ca?* libre. A
pesar de la no linealidad de las interacciones, es de interés, como primer abor-
daje, determinar si es posible aproximar el transporte de Ca?* en presencia
de buffers endégenos como un proceso puramente difusivo. En este capitulo
investigamos esta posibilidad y determinamos los limites de aplicabilidad de
esta aproximacion. Usando la solucién analitica de la ecuacién de difusion,
analizamos una serie de experimentos de puffs artificiales y determinamos un
coeficiente de difusién efectivo para el Ca?* dentro del citosol de ovocitos de
Xenopus laevis. Los puffs artificiales son generados en estas células mediante
la inyeccién, con una micro-pipeta, de una corriente ionoforética que contiene
una cantidad desconocida de Ca?*. Al usar la descripcién puramente difusiva
obtenemos una estimacién para la corriente de Ca?* que es mucho menor que

34
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la esperada.

2.2 Aproximacién difusiva al transporte de
Ca?" en presencia de “buffers”: simula-
ciones numéricas

En esta seccién buscamos determinar si es posible describir el transporte de
Ca?t en presencia de buffers como un proceso puramente difusivo cuando el
Ca?" ingresa a través de un canal, es decir, si la dindmica de [Ca®*] puede
ser descripta por una ecuacién de la forma:
2+
NCaT] _ f + DV?[Ca®*], (2.1)
ot

donde tanto el término de fuente, f, como el coeficiente de difusién, D, son
términos “efectivos” determinados no sélo por la inyeccion y transporte del
Ca?* libre, sino también por la interaccién con los buffers (como, por ejemplo,
en la RBA). En el caso de una fuente puntual ubicada en el origen que se
enciende en t = 0 (f = 0d(r) para t > 0, donde o se vincula con la corriente,
I, mediante 0 = -l 5,2x10* pM pm®) la solucién de (2.1) en un dominio
infinito con [Ca?*](t = 0) = [Ca®T],ess para todo 7y [Ca®T] — [Ca®est
para r — o0 es:

47 Dr B ﬁ 0

parat > 0. Derivando esta solucion respecto del tiempo y tomando logaritmo

obtenemos:
d[Ca**] _ o r2
o (15 ) =os (W) " b 23

Para determinar si la solucién (2.2) provee una buena aproximacién a la
distribucién de Ca?* en presencia de buffers, simulamos numéricamente las
Ecs. (1.2)-(1.3) y analizamos si existen valores efectivos, D y o, para los cuales
la solucién obtenida mediante la simulacién numérica satisface la relacién
(2.3) en algin rango de distancias a la fuente. En otras palabras, analizamos
si el gréifico de log(9[Ca*"]/0t) en funcién de r* presenta alguna zona con
comportamiento lineal. Si ése es el caso, es posible obtener los valores de D
y o de la pendiente y la ordenada de la funcién lineal de ajuste.

o 9 r/V4Dt )
[Ca®T]) = [Ca®yest + — | 1 e "dul, (2.2)
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Dco  220um?/s Dcon 50um? /s
DCaE‘ 113lu'm2/5 [Ca’2+]rest 0105MM
[Blr 40uM [E]r 1000 M
kB 100,0pM~"s71 | kD, 400,057t
kE 15uM1st kfff 0,3s7!

Ry 0,05um ts 3ms

tq 10ms kq 50,0uM s
ko 0,184uM m 3,9

R; 1,5um T, 20ms

Ar 0,01pum At 1077s

Tabla 2.1: Pardmetros utilizados en las simulaciones de la seccién Sec. 2.2.

La simulacién de las Ecs. (1.2)-(1.3) se hizo en 3-D teniendo en cuenta
dos buffers, a los que denominamos B y F respectivamente, un mecanismo
de recaptura dado por la Ec. (1.6) y una fuente muy localizada de iones de
calcio uniforme sobre una esfera de radio R; y cuyo curso temporal es un
“escalon”:

| alg, sir < Rpyt, <t<ts+1q,
@ca = { 0 otro caso (2:4)
donde o = 5,2 x 103uM pm?/ (37 R3pC), de modo que Qc, estd en uM/s e
Ic, en pA. Todos los parametros de las simulaciones se enumeran en la Tabla
2.1 (los pardmetros del buffer B corresponden a los del indicador fluorescente
fluo-4 dextran y los de E al buffer de calcio EGTA). Las simulaciones se
iniciaron a partir de una distribucién uniforme de equilibrio para todas las
especies con el valor de reposo de la concentracién de Ca?t de 50 nM. Se
utilizé un esquema de diferencias finitas en una grilla con simetria esférica
de longitud R, = 1,5um, con pasos espacial y temporal de 0,01 pm y 10~
s, respectivamente. El tiempo total de integracién fue de T; = 20 ms. Notar
que Ig,, 0 bien o¢,, son los valores de la corriente o de la tasa de entrada de
iones de calcio, mientras que I y o son los valores reescaleados o efectivos. El
mismo tipo de notacién utilizamos para el coeficiente de difusion, D¢, es el
coeficiente de difusién libre del calcio (~ 220um?/s [Allbritton et al, 1992])
y D es el coeficiente efectivo.

La Fig. 2.1 (a) corresponde al grafico de log(9[Ca**]/0t) en funcién de r?
para los resultados de la simulacién de las Ecs. (1.2)-(1.3) con I¢, = 0,1 pA
(circulos) e I¢, = 1,9 pA (cuadrados). Las curvas corresponden a ¢ = 12,5 ms.
En ambos casos es posible distinguir una regién donde el comportamiento
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Figura 2.1: Validez de la aproximacién puramente difusiva al transporte de
Ca?* en presencia de buffers. (a) Gréfico de log(9[Ca®*]/dt) en funcién de 72
para los resultados de la simulacién de las Ecs. (1.2)-(1.3) con los pardmet-
ros de la Tabla 2.1 e I, = 0,1 pA (circulos), Ic, = 1,9 pA (cuadrados). Las
curvas corresponden a t = 12,5 ms. Las lineas llenas corresponden a ajustes
lineales en las regiones donde el comportamiento es lineal. (b) Grafico de
log(9[Ca®T]/0t) en funcién de r? para el caso I, = 1,9 pA para diferentes
tiempos, t = 10; 10,5; 11; 11,5; 12 y 12,5 ms, desde arriba hacia abajo re-
spectivamente.

es lineal. Se incluyen ajustes lineales en esas regiones (lineas llenas). Muy
cerca de la fuente o lejos de ella se pierde este comportamiento lineal, la
no-linealidad cerca de la fuente es mas pronunciada para la simulacién con
mayor valor de I¢,. La Fig. 2.1 (b) corresponde al gréfico de log(9[Ca®*]/0t)
en funcién de r? para el caso Iz, = 1,9 pA para diferentes tiempos, t = 10;
10,5; 11; 11,5; 12 y 12,5 ms, desde arriba hacia abajo respectivamente. En
este grafico se hace evidente que es posible realizar un ajuste lineal para
cada una de esas curvas (en un rango de r? para el que tenga sentido realizar
tal ajuste) con rectas de la misma pendiente, es decir utilizando el mismo
valor de D. Estas dos figuras nos permiten concluir que para este conjunto
de simulaciones es posible describir el transporte de Ca%* como un proceso
puramente difusivo, con un coeficiente de difusién tinico durante un cierto
intervalo de tiempo y dentro de un cierto rango de distancias a la fuente.
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2.3 Aproximacion difusiva al transporte de
Ca’?" en ovocitos: andlisis de “puffs sintéticos”

En esta seccién analizamos si la distribucién de Ca?t obtenida experimen-
talmente en “puffs sintéticos” puede ser modelada usando la solucién (2.2).
Los “puffs sintéticos” son generados mediante la microinyeccion ionoforética
controlada de Ca%* en ovocitos previamente cargados con el fluoréforo uti-
lizado para registrar sefiales provocadas por IP3. De este modo se genera
una sefial de fluorescencia similar a la observada cuando el ingreso de Ca?"
al citosol ocurre a través de receptores de IP; luego de la fotdlisis de IP;
enjaulado. La idea original de este tipo de experimentos era comparar las
imagenes obtenidas mediante microinyecciones con las evocadas por IP3, para
asi obtener informacién cuantitativa de estas dltimas. Sin embargo, el méto-
do no pudo ser aplicado directamente por la imposibilidad de determinar
el porcentaje exacto de Ca*" contenido en la corriente ionoforética I (el
que se supone estd entre el 5 y el 10% del total). En la Fig. 2.2 mostramos
imagenes reales y sintéticas obtenidas en el mismo ovocito de Xenopus lae-
vis. La columna de la izquierda corresponde a blips y puffs reales provocados
por fotdlisis de IP3, mientras que la columna de la derecha corresponde a
inyecciones de Ca?*. En ambos tipos de eventos el ovocito fue previamente
cargado con el indicador fluorescente Oregon green BAPTA-1 y con el buffer
de Ca?* EGTA, de modo de desacoplar los sitios de liberacién en el caso de
los puffs reales.

En esta seccion nos concentraremos en un aspecto de las sefiales de puff
sintéticos que caracteriza la forma en la que el Ca?t se transporta en el
citosol una vez que ingresa a través de la pipeta. Este es el asi llamado
“ancho completo para amplitud mitad” (FWHM por sus siglas en inglés)
que se define como dos veces la distancia al punto de inyeccién para el que la
amplitud de la fluorescencia es igual a la mitad del valor maximo observado
en el instante en que se corta la inyeccién. Mostramos en la Fig. 2.3 (A) el
FWHM determinado experimentalmente como funcién de la duracién de la
inyeccion para tres valores diferentes de la corriente ionoforética total: 400,
900 y 1900 pA (recordar que s6lo una fraccién de esta corriente corresponde a
Ca?"). Mostramos en Fig. 2.3 (B) el FWHM determinado experimentalmente
como funcién de la intensidad de la corriente ionoforética total para cinco
valores de la duracién: 10, 20, 50, 100 y 200 ms.

El objetivo ahora es determinar valores de D y o que permitan reproducir
los comportamientos observados en la Fig. 2.3 suponiendo que la dindmica
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IP, -evoked events Ca2* injection

" . n

500 ms

Figura 2.2: Blips y puffs reales (izquierda) y sintéticos (derecha) obtenidos
en el mismo ovocito de Xenopus laevis previamente cargado con el indicador
fluorescente Oregon green BAPTA-1 y con el buffer de Ca?" EGTA. Se trata
de imagenes de barrido lineal adquiridas a una tasa de 7,6 ms por linea. Los
colores crecientemente mas calidos indican mayor intensidad de fluorescencia,
el tiempo se representa horizontalmente mientras que la distancia sobre la
linea de barrido se indica verticalmente.
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Figura 2.3: Puffs simulados mediante la ionoforesis de Ca** con amplitudes
de corrientes constantes y duraciones de los pulsos variables (A) y con pulsos
de duracién constante y diferentes amplitudes de corriente (B). Los datos
se adquirieron a 7,6 ms/linea sobre una linea de barrido de 100 pm, con un
tamano de pixel de 0,1314 pym. Los datos que se muestran corresponden a
un mismo ovocito. Cada punto es el promedio de 3 puffs sintéticos represen-
tativos. Ancho completo para amplitud mitad (FWHM) como funcién de la
duracién del pulso (A) y como funcién de la corriente ionoforética total (B).
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de la distribucién de Ca®* estéd regida por la Ec. (2.1) con una fuente pun-
tual. Sin embargo, no estd claro que la aproximacién de fuente puntual sea
totalmente adecuada en el caso de la pipeta, en particular, para determinar
el maximo de la concentracién de Ca®" ligado al indicador (que ocurre para
r = 0 y que es necesario conocer para determinar el FWHM). Para tener
en cuenta el ancho finito del extremo de la pipeta, es mejor trabajar con la
solucién de (2.1) con f una fuente uniforme sobre una esfera de radio R;.
Dado que tanto esta tltima solucién como la dada por (2.2) tienden a la
solucién estacionaria correspondiente mientras la fuente estd encendida, y
que esta aproximacién ocurre mas rapidamente para puntos mas cercanos
a la fuente, para poder mantener la simplicidad de la solucién (2.2) combi-
namos la solucién estacionaria del caso de fuente esférica (para r < Ry) con
la solucién dependiente del tiempo para fuente puntual (para r > Ry). Es
decir, aproximamos la distribucién de Ca?* por:

2 .
e O )
[Ca* rest + 12557 ( — % OT/ 4t e‘”Qdu), sir > Ry.
(2.5)

Ahora bien, los experimentos observan el incremento de la fluorescencia re-
specto del valor basal, el que puede considerarse proporcional a la concen-
tracién de Ca®* ligado al indicador, [CaBr], al menos dentro de cierta aprox-
imacién (discutiremos este tema en més detalle en el Capitulo 5). Dentro de
esta aproximacién, el FWHM da lo mismo si se lo calcula a partir de la fluo-
rescencia o de [CaBy|. En este primer abordaje, suponemos que el colorante
estd localmente en equilibrio con el calcio libre, es decir, sus concentraciones
se vinculan por la Ec. (1.9). Considerando que las tasas de reaccién de Ca?*
con el indicador fluorescente usado en estos experimentos, Oregon Green, son
aproximadamente como las de fluo-3, ko, r = 80 pM s, korpp = 90 571
(ver [Izu et al., 2001]), resulta Kyp = kosfp/konr = 1,125 puM ~ 1 pM.
Usando las Ecs. (2.5) y (1.9) podemos obtener [C'aBr] en funcién del tiempo
y la posicién y calcular el correspondiente FWHM (que corresponde a un
valor r* > Ry). Claramente, [CaBp| alcanza su maximo para r = 0 y es:

SU[B]TJ«'

CaB mar — )
(CaBr] 87DR;K.p + 30

(2.6)

mientras que el valor de [CaBy] en la posicién de la amplitud mitad, r*,
puede obtenerse insertando la Ec. (2.2) en la Ec. (1.9). El ancho completo
a amplitud mitad, FWHM=2r* puede entonces obtenerse de la ecuacion
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[CaBr|(r*) = [CaBr|ma:/2. De esta forma resulta:

AR, o 9 (T/VADL
* = - vy 2.
’ ( 3 +47TDKd,F)( \/7?/0 etdu), (20)

que es una ecuacién implicita para r*. La integral que aparece en (2.7) (in-
cluyendo el prefactor 2,/7) es la funcién error evaluada en el argumento
r*/v/4Dt. Por lo tanto, tiende a 0 cuando el argumento tiende a 0 y tiende a
1 cuando el argumento tiende a infinito. Por supuesto, todas estas expresiones
son validas mientras la fuente estd encendida. Asi, si la fuente esta encendida
por un largo tiempo, el argumento de la funcién error se hard relativamente
pequeno aun para valores relativamente grandes de r*, en cuyo caso la in-
tegral en la Ec. (2.7) puede despreciarse. Esto explica por qué r* ird hacia
un valor asintético (4R;/3 + 0/4mrDK4p) al aumentar el tiempo de inyec-
ci6én, una caracteristica que se observa en la Fig. 2.3 (A). A partir de esta
ecuacion también podemos observar que r* crece con o, como se observa en la
Fig. 2.3 (B). Més afn, si derivamos la Ec. (2.7) con respecto a o, obtenemos:

*/VADt _,,
dr* - % OT / e du (2.8)
o exp(r*2/ADt) * ’
do 4r DK d,F + —  JDf

Insertando la Ec. (2.7) en la Ec. (2.8), podemos reescribir esta tltima ecuacién
como:

-1
* x *2
dr*  r*—4R;/3 (1 L0 exp(r /4Dt)) . (2.9)

do o 472 DKy /Dt

Asi, si comparamos dos experimentos hechos con la misma corriente de inyec-
ci6én pero con diferentes duraciones de pulso, la pendiente dr*/dI con la cual
r* cambia con la corriente (que es proporcional a dr*/do ya que o es pro-
porcional a la corriente, I) aumenta con el tiempo de inyeccién. Esto puede
deducirse de la Ec. (2.9), dado que r* aumenta con ¢, alcanzando un valor
asintético, y entonces queda claro que el miembro derecho de la Ec. (2.9)
eventualmente crecerd con el tiempo. Este cambio de pendiente estd también
de acuerdo con las observaciones.

Usando la expresién dada por la Ec. (2.7) para r*=FWHM/2, es posible
buscar los valores del radio de la fuente, Ry, la corriente de Ca®*, I (o bien
de o), y del coeficiente de difusién, D, que mejor ajustan los datos experi-
mentales. Recordemos que tanto I como D son valores efectivos reescaleados
por el efecto de los buffers enddégenos, el buffer exégeno y el fluordsforo. El
valor de Ry puede interpretarse como el tamafio efectivo de la boca de la
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Figura 2.4: FWHM como funcién de la duracién del pulso, para diferentes
valores de la corriente inyectada (A) y como funcién de la corriente inyec-
tada, para diferentes valores de la duracién del pulso (B). Las lineas llenas
corresponden al modelo y los puntos a los datos experimentales. El tiempo
esta medido en ms, FWHM en pm y la corriente en pA. En cada curva se in-
dican los valores obtenidos para el coeficiente efectivo de difusion. Las lineas
punteadas y los valores de corriente indicados sobre las mismas corresponden
a simulaciones numéricas de un modelo mas realista de la senal.

pipeta. El tamano real de la boca de la pipeta esta estimado en ~ 0,1 um,
sin embargo, se espera que [y dé mayor a este valor debido a efectos de
“blurring” éptico y a la resolucién espacial del experimento. En la Fig. 2.4
se muestran las curvas de FWHM obtenidas a partir de la Ec. (2.7) usando
los valores de Ry, D e I que mejor ajustan los datos experimentales (lineas
llenas) junto con los propios datos experimentales. En la Fig. 2.4 (A) se grafi-
ca FWHM en funcion de la duracién del pulso para diferentes valores de la
corriente inyectada (la corriente total que fluye a través de la pipeta): 400,
900 y 1900 pA. En la Fig. 2.4 (B), en cambio, se grafica FWHM en funcién
de la corriente inyectada para diferentes duraciones del pulso: 10, 20, 50, 100
y 200 ms.

Nos ocupamos en primer lugar de la Fig. 2.4 (A4). Ajustando los datos
para las tres corrientes, 400, 900 y 1900 pA, con un mismo coeficiente de
difusién efectivo, obtuvimos Ry = 0,89um, D = 175 um?/s e I= 0,44; 0,92
y 2,30 pA, respectivamente. Considerando que el coeficiente libre de difusion
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del calcio es de 220 um?/s [Allbritton et al, 1992] podemos determinar que
el factor por el que los buffers lo “re-escalean” es de alrededor de 0,8. Si
suponemos que el “re-escaleo” en el coeficiente de difusién y en la corriente
son similares a los que se obtienen en la RBA para algin valor (promedio)
de [Ca?*] (ver Ec. (1.12)), vemos que D¢,/D < Ig./I y que la igualdad
vale en el caso de buffers inméviles. En particular, si suponemos que D e
I son reescaleados por el mismo factor, determinamos que la fraccién de la
corriente ionoforética debida a Ca?" es de ~0,13%, un valor bastante més
pequeno que el esperado de 5-10 %. Por otro lado, si usamos las expresiones
de D e I que se desprenden de Ec. (1.12) suponiendo un solo buffer (efectivo)
de coeficiente de difusion, Dy, deducimos que:

I _ D-Ds (2.10)

ICa DCa - DB
Notar que esta expresion esta bien definida, es decir I/I¢, da una cantidad
positiva, dado que se satisface Dg < D¢, y D < D (pues el coeficiente
efectivo cumple Dg < D < Dg,). Por lo tanto, si tomamos, por ejemplo,
Dp ~ 50—150um?s~! (del orden de los valores usados en la literatura para el
coeficiente de difusién del indicador, fluo-3 [Soeller and Cannell, 2002, Smith
et al., 1998]), obtenemos I, ~ 0,60; 1,25 y 3,13 pA para cada una de las
curvas si D ~ 50um?s™! e I, ~ 1,23; 2,58 y 6,44 pA si D ~ 150um?2s 1.
Estos valores corresponden a ~ 0,15 6 0,31 %, respectivamente, de la corriente
ionoforética total. Independientemente del valor de I,, las curvas de FWHM
que se obtienen usando un unico coeficiente de difusion, D, para todas ellas
no son tan buenas como las que se obtienen usando un coeficiente diferente
para cada una. Estas tltimas son las que se muestran en la Fig. 2.4 (4) y
corresponden a: D = 35,60 y 174 um?s~!, I = 0,07; 0,32; 1,85 pA para las
curvas de 400, 900 y 1900 pA, respectivamente. En este caso Ry = 1,72 um y
las corrientes de Ca?", I, que se obtienen usando la Ec. (2.10) son 0,44; 1,17
y 2,34 pA si Dg = 01y 0,93; 1,60 y 2,40 si Dg = 20um?s~!. Estos tltimos
valores corresponden a ~ 0,23; 0,18 y 0,13 %, respectivamente, de la corriente
ionoforética total.

Usando estos coeficientes de difusion efectivos para las corrientes iono-
foréticas respectivas e interpolando los valores linealmente para las corrientes
no exploradas en la Fig. 2.4 (A), ajustamos los datos de FWHM en funcién
de la corriente total inyectada que se muestran en la Fig. 2.4 (B). Los ajustes
estan superpuestos con linea llena sobre los datos experimentales. Los valores
obtenidos para la corriente de calcio son del mismo orden de magnitud que
los que arroja el ajuste de la Fig. 2.4 (A).



2. Aproximando el transporte de Ca?* citosélico en presencia de “buffers”
como un proceso puramente difusivo 45

2.4 Discusion

Las simulaciones numéricas de la secciéon 2.2 muestran que, en presencia de
una fuente muy localizada, es posible describir el transporte de Ca?t en
presencia de buffers como un proceso puramente difusivo, con un coeficiente
de difusién tinico durante un cierto intervalo de tiempo y dentro de un cierto
rango de distancias a la fuente.

Los resultados de la seccién 2.3 muestran que el modelo sencillo, con-
struido en base a suponer un transporte puramente difusivo para el Ca?T,
es capaz de reproducir el transporte de Ca?t observado en experimentos de
puffs sintéticos, pero usando coeficientes de difusién que dependen (en forma
creciente) de la corriente de Ca*. Esto era de esperar, ya que el “re-escaleo”
que introducen los buffers depende de [Ca?*t], que a su vez es una funcién
creciente de la corriente. Asi, la aproximacion de un coeficiente de difusion
efectivo independiente de la concentracién puede utilizarse para obtener es-
timaciones de los principales parametros que describen la sefial, pero la de-
pendencia explicita con la concentracién es necesaria para comparar senales
de distintas amplitudes. Este es un problema de este abordaje ya que impli-
ca que el modelo tendra parametros diferentes dependiendo de la corriente
de Ca?" que ingresa al citosol. En los préximos capitulos avanzaremos en
la obtencién de modelos efectivos en los que todos los parametros, salvo la
corriente, sean intrinsecos a la célula (es decir, independientes de la cantidad
de Ca?* que ingresa al citosol).

Del procedimiento de ajuste de la seccion 2.3 pudimos obtener valores ra-
zonables para el coeficiente de difusién efectivo, D; sin embargo, considerando
que el coeficiente libre de difusién de Ca®" es 220 um?/s, y que D e I son
reescaleados por el mismo factor, obtenemos valores muy pequenos para la
corriente de calcio: aproximadamente sélo el ~0,12% de la corriente total
inyectada se debe a calcio. Este porcentaje mejora un poco (~ 0,23; 0,18 y
0,13 %, respectivamente) si usamos la Ec. (2.10) con Dg = 20um?s~!. Usan-
do los valores de coeficiente de difusion efectivos en simulaciones numéricas
que representan un modelado mads realista de la sefial, obtuvimos mejores
estimaciones de la corriente (los ajustes y las estimaciones de la corriente
se indican en la Fig. 2.4 (A) con linea punteada). Esto, junto con las com-
paraciones de la secciéon 2.2 nos muestran que tal vez las limitaciones del
modelo sencillo para describir los experimentos de puffs no se encuentran en
la hipé6tesis de que el transporte de Ca?" puede aproximarse por una difusién
pura sino en otras de las hipotesis del modelo. En particular, la otra hipétesis
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principal del modelo es la de que el colorante y el Ca?" libre estdn localmente
en equilibrio en todo instante, de modo que la concentracién de colorante lig-
ado a Ca®" puede calcularse a través de la Ec. (1.9). Como mostraremos en el
Cap. 3, esta hipétesis falla, en el caso de fuentes puntuales, especialmente en
la zona que se usa para medir el FWHM (el valor r* definido anteriormente).
En los proximos capitulos trataremos la interaccion con el colorante de otro
modo para superar esta limitacién.

Este capitulo deja abiertos otros interrogantes. El primero esta relaciona-
do a lo que fue la motivacién inicial de la técnica de puffs sintéticos: ;cudndo
dos imagenes de fluorescencia pueden considerarse equivalentes?; ;existe una
relacién univoca entre las propiedades de los flujos de Ca?t y las imégenes
que los mismos generan? El segundo es: jcémo obtener el valor de la corri-
ente a partir de su valor efectivo? En los préximos capitulos avanzaremos en
contestar estas preguntas.



Capitulo 3

La aproximacién de “buffers”
rapidos

3.1 Resumen

En este capitulo estudiamos la validez de la aproximacion de buffers rapidos.
Nos concentramos en dos aspectos. Por un lado, analizamos su aplicabilidad
para describir la propagacion de ondas de calcio. Por el otro, analizamos las
limitaciones de la hipétesis de equilibrio local en presencia de fuentes local-
izadas de Ca?*. Comenzamos el analisis de ondas de Ca?* comparando las
escalas temporales presentes en el problema. Luego presentamos una serie de
estudios numéricos basados en un modelo preexistente, aunque modificado,
de propagacién de ondas. Encontramos que las diferencias entre la descrip-
cién completa y la RBA pueden dar lugar a errores que estan por encima
de la resolucién experimental, atin para buffers relativamente rapidos, en el
caso de ondas saltatorias. Contrariamente, en el caso de ondas continuas,
la aproximacion puede dar resultados adecuados atin para buffers relativa-
mente lentos. Las ondas saltatorias se distinguen de las continuas por el hecho
de que aparecen grandes gradientes de [Ca"| debido a la liberacién desde
sitios localizados. Motivados en esta observacion, analizamos a continuacién
la validez de la hipétesis de equilibrio entre Ca?* y buffer cuando el Ca?*
ingresa a través de un canal Uinico y obtenemos que la misma no es valida en
un amplio rango de distancias a la fuente.

47
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3.2 Ondas de calcio

Los mecanismos bésicos que intervienen en la generacién y propagacién de
las ondas intracelulares de Ca?* son la liberacién desde el lumen del reticu-
lo endo o sarcoplasmatico a través de canales especificos (receptores de IP;
y/o de rianodina) y el transporte de Ca®" entre sitios de liberacién. Las on-
das pueden mantenerse debido al mecanismo de CICR (liberacién de calcio
inducida por calcio), ya que tanto los receptores de IP3 como los de rianod-
ina tienden a abrirse cuando aumenta el Ca?* citosélico. Ahora bien, como
dijimos en el capitulo anterior, el transporte de Ca?* en el citosol es a su
vez alterado debido a las reacciones que ocurren con los buffers endégenos.
Una forma simplificada de incluir estas reacciones es la que corresponde a la
aproximacion de buffers rapidos. En esta parte del capitulo analizamos las
limitaciones de esta aproximacion para describir la propagacion de ondas de
Ca?*. Con este fin usamos el modelo fire-diffuse-fire introducido en [Dawson
et al., 1999, Keizer et al., 1998]. Si bien se trata de un modelo muy sencil-
lo para el estudio de ondas de Ca?", es capaz de brindar un entendimiento
fisico de los procesos involucrados. Aca agregamos explicitamente buffers al
modelo fire-diffuse-fire original y luego realizamos la reduccién standard que
da la lugar a la aproximacion de buffers rapidos, para analizar los limites de
aplicabilidad de esta ultima. Por simplicidad, consideramos que hay un solo
buffer presente, pero el analisis es valido para casos con mas buffers.

3.2.1 Modelos matematicos

La descripcién “detallada” de la dindmica en el caso de ondas intracelulares
de Ca?t estd dada por las Ecs. (1.2)-(1.3) donde Q¢, representa el flujo
de iones de Ca?* a través de canales de Ca?" ubicados en la membrana del
reticulo endo o sarco-plasmatico (receptores de IP3 o de rianodina). Dado que
consideramos que hay un solo buffer (IV = 1), sacamos el subindice, i, que los
individualiza para simplificar la notacién. Para la mayoria de los buffers, es
razonable considerar que la recaptura hacia reservorios internos y la pérdi-
da permanente desde los mismos siempre ocurren mucho mas lentamente
que la reaccién con los buffers (ver [De Young and Keizer, 1992] y [Smith
et al., 1996]). Asi, tal como estd hecho en [Dawson et al., 1999], consider-
aremos (e, = 0. Despreciando el efecto de bombas, podemos estudiar cémo
el “primer” frente de onda se propaga, pero no podemos describir cémo [Ca?*]
vuelve a su valor basal o el reingreso de las ondas. Asi, nuestro estudio se
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concentrard en distinguir si la dindmica del frente es correctamente descripta
por la aproximaciéon de buffers rapidos o no.

Siguiendo el modelo del fire-diffuse-fire [Dawson et al., 1999], nos con-
centramos en soluciones de onda plana y tratamos CICR en forma muy es-
quematica, considerando que el término de fuente, Q¢,, s la siguiente suma
de contribuciones desde los clusters (o sitios) de canales:

+00
Qca = % Z_Z—oo 6(z —2;)O(t — t;)O(t: + 7 — 1) , (3.1)

donde ¢ es la delta de Dirac, los sitios estan separados por una distancia d a
lo largo de la direccién de propagacién, z (i.e., z; = id), y ©(z) es la funcién
escalén, definida por ©(€) =0si £ <0,y O(£) =1 en otro caso. Asi, el sitio
i-ésimo se “enciende” o “dispara” en el tiempo t;, (i.e., empieza la liberacién
de Ca?*) cuando [Ca?*] en el sitio alcanza por primera vez un valor umbral,
[Ca?*)y,- El sitio permanece, entonces, “encendido” durante una cantidad
fija de tiempo, 7, liberando una cantidad total de iones de Ca%*, o [Dawson
et al., 1999]. Es importante notar que los valores de ¢; no son conocidos a
priori: es la evolucién del campo de concentraciones lo que determina esos
valores en forma dindmica. Dada una condicién inicial, puede no existir un
valor finito de t; para algunos valores de 7. La no existencia de dicho valor
finito implica una falla en la propagacién.

Las ecuaciones de evolucion pueden reescribirse con un numero menor
de pardmetros libres, introduciendo cantidades adimensionales: [Ca*"]y
d® ([Ca?**] — [Ca®T)y) /o, [CaBly = ([(CaB] — [CaBy)/[Blr, T =t/7,y «'
z/d. Tomando Q¢, dada por la Ec. (3.1), obtenemos:

a[%;ﬂd = —k[Ca®"]4(1 — [CaBly) + ar'[CaBly + eV [Ca’ ]y
+00
+ Y8 =) — et +1-1)
K Ko «a . K
Ty L (Ca™a - 5 (1~ lCaBl) + s (rc + 5)(3.2)
% = g[Ca“]d(l —[CaBl4) — K'[CaBla + BsV"?[CaBly
K/ K 1 . K
— . K,Td) [Ca2+]d + 5 (1 —[CaB]y) — @ (I‘i + g) (3.3)

donde V' significa que las derivadas son realizadas con respecto a la coor-
denada adimensional, z'; ¢, es el menor tiempo, t, tal que [Ca®t],(i,t') =
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Tabla 3.1: Pardmetros adimensionales del modelo.

Pardmetros adimensionales

K =kossT
Bea = g
Bp = 5B
o= [B]aTd3

d*([Ca**y, — [Ca**]y) /o = 1T, y todos los otros pardmetros son adimen-
sionales y sus definiciones estan dadas en la Tabla 3.1.

3.2.2 Métodos numéricos y parametros de las simula-
ciones

Simulamos numéricamente las Ecs. (1.2)-(1.3) (FDF de ahora en adelante)
y la Ec. (1.8) (RBA de ahora en adelante) para N = 1, ¢yer, = 0y Q¢ dado
por Ec. (3.1), en una dimensién espacial, usando diferencias finitas tanto en el
espacio como en el tiempo, con un tamano de grilla de Az = 0,33um y un pa-
so temporal At = 1us en la mayoria de los casos. El método es explicito en el
tiempo y se ha verificado que el tamano de los pasos da resultados adecuados,
comparando los mismos con aquéllos obtenidos usando pasos méas pequenos.
En la mayoria de las simulaciones continuas se utiliza un valor mayor de At,
sin superar nunca At = 100us. Se han utilizado condiciones de contorno de
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flujo nulo y hay un tdnico buffer por simulacién. En las simulaciones se usa
d=33um, o =3,5x 107 2umol, D¢, = 220um? /s [Allbritton et al, 1992],
[Ca*t]y = 0,06uM, [Ca®> )y = 0,25uM y [Blr = 100uM, a menos que se
observe lo contrario.

Repetimos las simulaciones para distintos tipos de buffers, los que lista-
mos en la Tabla 3.2. Uno de los buffers es denominado “tipo-Parvalbiimina”
ya que comparte con esa proteina los valores de k,fy y Dp. Para la con-
stante de ligadura, k,,, tomamos un valor particular entre los varios que
encontramos en la literatura. Las demds constantes corresponden a valores
generalmente aceptados para los bufferes BAPTA, Calbindina-Dogx y EGTA.
De este modo, hemos elegido parametros que corresponden tanto a buffers
rapidos como lentos, y endégenos como exdgenos. También hemos explo-
rado otros buffers endégenos, encontrando resultados equivalentes a aquéllos
arrojados por buffers exdgenos, siempre que las constantes cinéticas fueran
similares.

Como condicién inicial utilizamos funciones escalén para [Ca®"] y [CaB],
de modo que [Ca®T](z,t = 0) + [CaB](z,t = 0) = o/d®> + [Ca®t]y + [CaB]y
para z < z* y [Ca®t](z,t = 0) = [Ca?*t]y, [CaB|(z,t = 0) = [CaB], para
x > z*, con [Ca?"] y [CaB] vinculadas por la condicién de equilibrio (1.9)
en todos lados, para ¢ = 0. Esta condicion inicial satisface las condiciones
de contorno de la solucién tipo onda (que viaja hacia la derecha) del mode-
lo completo: [Ca*t|—[Ca?']es; cuando z — —oo y [Ca?t]—[Ca®*], cuando
T — 400, donde [Ca?*], es el nivel basal de Ca®t y [Ca?t];s es la solucién
de [Ca?t)ieps+[Blr[Ca* st/ ([Ca?Tiepr+Ka) = 0/d® + [Ca®T], + [CaBl,. La
condicién inicial no es muy importante dado que estamos interesados en la
solucién de onda asintdtica, cuya forma y velocidad deberian ser independi-
entes de dicha condicién.

3.2.3 Herramientas para el analisis de las simulaciones
numeéricas

Hay dos cantidades importantes que caracterizan la dindmica del frente. Una
de ellas es la velocidad de las ondas, v, y la otra es el nimero de sitios que
estan disparando simultdneamente, N. Calculamos estas dos cantidades para
ambos conjuntos de simulaciones (FDF y RBA). La velocidad del frente es
calculada como d/d;,, donde &;, es la diferencia entre los tiempos de acti-
vacion de sitios ubicados en las posiciones ¢ e ¢ — 1, respectivamente. Para un
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Tabla 3.2: Parametros para los buffers de Ca?* endégenos y exdégenos uti-
lizados en las simulaciones y sus correspondientes tiempos caracteristicos.

Buffer kon [BM™'s™Y] koprls™'] Kaq[uM] Dp [t Tr[s] D,,8]
EGTA 1,5 0,3 0,20 113 6,7x 1073 0,096
tipo-Parvalbimina 6 1 0,17 36 1,7 x 1073 0,302
Calbindina-Dogx 20 8,6 0,43 27 9,0 x 10~ 0,403
BAPTA 600 100 0,17 95 1,7 x 10~° 0,115

determinado conjunto de pardmetros y una condicién inicial, computamos el
error relativo porcentual, 100 X (vppr — vrBa)/VrDF, entre las velocidades
de los dos modelos, para evaluar el comportamiento de la RBA.

Para comparar la forma de los frentes obtenidos con ambos modelos,
dejamos que los sistemas alcancen la solucion asintética. Tomamos, entonces,
un tiempo para ambas simulaciones tal que [Ca®T]=[Ca®*];, en el sitio de
liberacién. Redefinimos los origenes de tiempo y espacio fijando ¢ = 0 en
aquel instantate y x = 0 en aquel sitio particular en ambas simulaciones.
Esto nos permite estudiar cémo evolucionan en el tiempo las diferencias entre
las dos soluciones.

3.2.4 Comparacion de escalas temporales y analisis pre-
liminar

Discutimos aqui si las hipotesis de la aproximacion de buffers rdpidos son
correctas en el caso de ondas de Ca?t. Para hacer la reduccién, primero
necesitamos comparar el tamano de los distintos términos que aparecen en la
Ec. (1.2). La aproximacién de buffers répidos vale si ko, [Ca**|[B] y kost[CaB]
son mucho mayores que Qc, vy D¢, V?[Ca?T]. El problema es que todas es-
tas ecuaciones varian con el tiempo, y sus tamaiios relativos pueden cambiar
durante la evolucién. Consideremos que, inicialmente, hay una distribucion
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espacialmente uniforme de buffers y Ca?*, y que a t = 0 se enciende la fuente
RQce- Consideremos también que la fuente permanece encendida una canti-
dad finita de tiempo, 7, i.e., Qca = O parat < 0y t > 7,y Qca = F(2)
para 0 < t < 7. Claramente, las concentraciones iniciales deben correspon-
der a la solucién de equilibrio espacialmente uniforme de las Ecs. (1.2)-
(1.3). Describiremos en detalle el caso [Ca?t](t = 0) = 0 = [CaB](t = 0),
[B](t = 0) = [B]r. Otros casos pueden ser tratados en forma similar. No
consideraremos una fuente puntual sino una fuente que cambia en el espacio
en una escala espacial /.

Immediatamente después de que se apaga la fuente, el inico término que
es distinto de cero en el miembro derecho de la Ec. (1.2) es Q¢,. Entonces,
no puede ser despreciado frente a los términos relacionados a la reaccién con
los buffers (como se hace en [Wagner and Keizer, 1994, Strier and Dawson,
2000]). La concentracién de Ca®" comenzara, entonces, a cambiar debido a
la presencia de esta fuente. Podemos considerar que, por lo menos durante
las etapas iniciales, [Ca®T] ~ Ft. Asi, el término k,,[Ca®T]([B]r — [CaB))
en la Ec. (1.2) estard dado aproximadamente por k,, F't[B]r. Por otro lado,
dado que F depende del espacio, entonces la concentracién de Ca?* también
dependerd del espacio. Esto significa que V?[Ca?"] serd distinto de cero.
Considerando |V?F| ~ F/¢? podemos estimar el tamafio del término difu-
sivo, Dcq|V2[Ca?T]|, como D¢, Ft/¢?. Asi, sdlo si la escala espacial sobre la
cual varia la fuente es lo suficientemente grande, podremos considerar que el
término de reaccion resulta mayor que el término difusivo luego de que se en-
ciende la fuente. Dicho de otra manera, ko, [Ca®T|([B]r—[CaB]) ~ kFt[B] >
Dca|V?[Ca?t]| ~ D¢ Ft/f2, si la escala espacial tipica de la fuente, ¢, sat-
isface 2 > D¢q/kon[B]. Tomando [B] ~ 100uM, obtenemos ¢ >> 0,33um
para Calbindina-Dogx y £ >> 0,06um para BAPTA. Esta condicién nunca se
cumple para un canal unico, para el cual el ancho tipico del poro es del orden
de algunos Amstrongs [Hille, 2001]. Los eventos elementales que eventual-
mente dan lugar a senales globales, pueden deberse a la apertura coordinada
de varios canales en un cluster [Parker et al., 1997, Callamaras and Parker,
2000]. Asi, si despreciamos las pequefnias diferencias en los tiempos de aper-
tura de los canales individuales que se abren dentro de un cluster, podemos
considerar £ como la escala espacial tipica de un cluster, que ha sido estimada
en 60nm en [Swillens et al., 1999]. Este nimero es atin demasiado pequeno.
Asi, inmediatamente después de que una de estas fuentes se enciende, la di-
fusién actia en una escala temporal méas rapida que la de reaccién con los
buffers, y entonces la aproximacion de buffers rapidos no puede ser aplica-
da. Esperamos, luego, que la aproximacion de buffers rapidos falle en el caso
de ondas saltatorias, para las cuales la liberacion desde sitios individuales
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es facilmente observable. En el caso de ondas continuas, como la onda de
fertilizacién en un huevo maduro [Nuccitelli, 1994], donde canales de varios
clusters estdn liberando simultdneamente iones de Ca®" hacia el citosol [Daw-
son et al., 1999], podemos considerar que la escala espacial ¢ es el tamafio
tipico de la region que tiene canales abiertos simultaneamente. En el caso de
la onda de fertilizacion, este tamano esta dado por el ancho del frente de on-
da, que estd estimado en 47um [Dawson et al., 1999]. Asi, para esta situacidn,
podemos considerar que los términos relacionados a la reaccién con los buffers
se hacen mayores que los términos de difusion, inmediatamente después de
abiertos los canales, de modo que pueden ser tratados como actuando en
una escala temporal méas rapida. Tal como se mencioné anteriormente, la
ecuacién resultante (Ec. (1.8)) puede reescribirse en términos del coeficiente
de difusién efectivo de la Ec. (1.14). Este coeficiente de difusién dependiente
de la concentracién tiende a generar frentes més pronunciados [Sneyd et al.,
1998, i.e., mayores gradientes de concentracién, que los del caso equivalente
con coeficiente constante. Asi, la validez de la aproximacién de buffers rapidos
debe ser reanalizada una vez que se ha obtenido la solucién en este caso.

Concluimos, entonces, que la aproximacion de buffers rapidos puede dar
lugar a una descripcién incorrecta de las ondas de Ca?* intracelular, espe-
cialmente en el caso saltatorio, para el cual la liberacién desde regiones muy
localizadas es notoria. En las secciones siguientes presentamos los resultados
de varias simulaciones numéricas con las cuales analizamos las limitaciones
de esta aproximacion.

3.2.5 Resultados numeéricos: analisis en términos de
variables con dimensiones

Presentamos aqui los resultados obtenidos con simulaciones numéricas de
los modelos FDF y RBA. En primer lugar nos concentramos en cémo las
diferencias entre ambos modelos dependen de las relaciones entre las escalas
temporales relevantes del problema. Podemos distinguir cuatro escalas tem-
porales en la descripcion completa: una asociada a la fuente, 7, una asoci-
ada a las reacciones, Tg, y dos asociadas a la difusién, 7p,, = d*/D¢, and
Tpy = d?/Dpg. La definicién de una escala temporal de difusién depende de la
eleccion de una escala espacial. Hemos elegido dicha escala espacial como la
distancia entre sitios, d. La limitacion de esta definicion se hara evidente més
adelante. Una escala temporal adecuada asociada a la reaccién con el buffer,
TR, se puede obtener linealizando los términos correspondientes alrededor de
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la solucién de equilibrio, como en [Wagner and Keizer, 1994]. Siguiendo este
procedimiento se llega a 7r = 1/(koss + kon([Ca**] + [B])). Dado que la con-
centracién de buffer es alta comparada con [Ca®"], podemos despreciar la
dependencia con la concentracién de Ca?* y definir 7 = 1/(kos s + kon[Br).
Esto es suficientemente bueno para nuestros propdsitos, y simplifica el anali-
sis. Limitaremos nuestro estudio a casos en los cuales 7 < 7p,, < Tp,. El
hecho de que 7p,, < Tp, es una consecuencia de Dg < D¢,. Esta condicién
es fisicamente razonable dado que los iones de Ca?* son més pequefios y
livianos que las moléculas de buffer. Por lo tanto, variando 7 en las simula-
ciones, podemos explorar los siguientes regimenes:

() T < TR < Tpg, < TDp; (Il) 7o <7 <7Tpg, < TDg;
(III) TR < Tp, < T < Tpg; (IV) 7Tr < Tp,, <Tpy <T.(3.4)

Los primeros dos casos corresponden a comportamientos saltatorios, y los
dos ultimos, a comportamientos continuos. Que 7p sea la escala temporal
mas pequena del problema es una condicién necesaria para poder sostener
la aproximaciéon de buffers rapidos. Asi, no esperamos que la aproximacion
funcione adecuadamente para el caso (I).

En la Fig. 3.1 mostramos el error relativo porcentual, 100 X (vpppr —
VrBA)/VEDF, €n funcién de 7 para los cuatro buffers de la Tabla 3.2. Los
otros tiempos caracteristicos, Tr, Tn,, ¥ Tn.,, €stan indicados en las figuras.
Podemos observar que los errores mayormente decrecen cuando 7 crece, atin
cuando las curvas no presentan un comportamiento monétono para EGTA o
Calbindina-Dogg. En lineas generales, vemos que los errores aumentan cuan-
do la escala temporal asociada a la reaccion, 7z, aumenta, aunque el error
para Parvalbiimina es levemente mayor que el correspondiente a EGTA para
valores pequefios de 7. En el caso de Calbindina-Dogg, €l error decrece no-
tablemente para algin valor de 7 que es algo menor que un orden de magni-
tud mas chico que 7z. A pesar de esta caida, permanece relativamente alto
(~ 20%) atn para 7 > 7. En (A)—(C) el error cae abruptamente (a un
valor muy bajo) cuando 7 se hace mayor que los tiempos de difusién entre
sitios, Tp,, ¥ Tpg- Para el buffer mas rdpido, BAPTA, el error estd alrededor
del 30% para 7 = 7 y cae debajo del 10 % cuando 7 se hace un orden de
magnitud mayor que 7. Como en el caso de Calbindina-Dsgg, para valores
altos de 7, el error permanece en un nivel que es relativamente insensible a
cambios en 7, hasta que 7 se hace mayor que 7p., ¥ 7p,, situacién para la
cual el error pasa a ser despreciable.

Tal como se discute en [Dawson et al., 1999], la relacién entre 7 y el
tiempo de difusién entre sitios controla si la propagacion es saltatoria o con-
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Figura 3.1: Error relativo porcentual entre los modelos FDF y RBA, en
funcién de 7, para los cuatro buffers de la Tabla 3.2: EGTA (A), tipo-
Parvalbimina (B), Calbindina-Dogx (C) y BAPTA (D). Las escalas tem-
porales relevantes, ademés de 7, estdn indicadas como Tg, Tp,, ¥ Tp,- La
flecha grande senala el menor valor de 7 en la simulaciéon FDF, 7, para
el cual hay por lo menos dos sitios disparando simultdneamente durante la
propagacién de la onda. Los valores de los pardmetros estdn dados en el texto
principal.
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tinua. Las ondas saltatorias y continuas estan caracterizadas por tener difer-
ente numero de sitios disparando simultdneamente. Las flechas grandes en
la Fig. 3.1 sehalan el menor valor de 7 para el cual hay (en la simulacién
del modelo FDF) por lo menos dos sitios disparando en forma simultédnea
en el frente. Llamamos 7* a este valor de 7. En el Apéndice de este capitulo
presentamos una estimacion analitica de 7*. Existe un cambio de compor-
tamiento en el error, asociado a esta transicion, i.e., cuando hay un salto
desde la “dimensién de fuente puntual” (¢ ~ 0) a la distancia intersitios
(¢ ~ d). Esto también muestra que, para propagacién muy saltatoria, los
tiempos de difusion que deben ser comparados con Tz son mas pequenos que
TDe, Y TDg- Asi, aln si 7p < 7p,,, Tp, T, la RBA puede no ser una buena
aproximacion. Cuando el niimero de sitios que disparan simultdneamente au-
menta, la escala espacial relevante pasa de ser casi 0 a ser d, y los tiempos
de difusién que deben ser comparados con 7 pasan a ser Tp, Yy Tpg- De
la Fig. 3.1 podemos concluir que, a menos que exista una separacion muy
grande entre 7 y las otras escalas temporales (como en el caso de BAPTA),
la sefial necesita volverse mds o menos continua para garantizar que la RBA
provea una buena descripcion. Sorprendentemente, se puede observar una
caida abrupta en el error también en el caso de los buffers més lentos ((A)
y (B)). Sin embargo, en el caso de EGTA, (Fig. 3.1 (A)), ocurre para un
valor mayor del cociente entre 7 y los tiempos de difusiéon que para los otros
buffers. El perfil del frente en este caso indica que atin para 7 = 0,1s > 7%, los
sitios individuales de liberacién son facilmente distinguibles: la concentracién
de calcio estd mas o menos localizada alrededor de los sitios de disparo y,
aunque hay varios sitios activos, la propagacién no luce continua. La senal no
estd desparramada suavemente en el espacio y estos gradientes importantes
son los que provocan diferencias entre las predicciones de ambos modelos,
como describiremos mas adelante. Entonces, no es sélo el numero de sitios
que disparan en forma simultanea lo que marca la transicion a que la RBA re-
sulte una mejor aproximacion, sino la “continuidad” o “discretitud” espacial
de la senal, lo cual estd también determinado por 7p,, y 7p,. Comparando
los cuatro buffers de la Fig. 3.1, podemos concluir que, si 7* > 75, el valor
7 = 7* da una buena estimacion del punto para el cual ocurre la transicion
hacia una propagacién mas continua o, equivalentemente, para el cual el er-
ror de RBA cae abruptamente. Para los buffers mas lentos para los cuales la
condicion 7* > T no vale, el error de RBA puede llegar a ser muy pequeno
si 7 es mucho mayor que las otras escalas temporales, incluida 7p,.

Para explorar méas profundamente las razones por las cuales mejora la
aproximacion de buffers rapidos cuando se cruza el valor 7 = 7%, compara-
mos en la Fig. 3.2 los frentes que obtenemos con ambos modelos para tres
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valores de 7. Los parametros utilizados para las simulaciones son los mismos
que los de la Fig. 3.1 (C) (Calbindina-Dogk ), excepto por [Blr = 170uM y
[Ca*t ]y, = 0,07TuM, para los cuales 7* = 0,06s. Incluimos en la Fig. 3.2 (A)
un grafico del error en funcién de 7, donde los valores utilizados para las simu-
laciones en (B-E) estdn indicados con recuadros. Mostramos en la Fig. 3.2 (B-
E) los perfiles obtenidos con los modelos FDF (lineas llenas) y RBA (lineas
cortadas) para tres tiempos durante la evolucién, usando 7 = 0,03s (B-C),
7 =0,1s (D) y 7 = 10s (E). Los valores de 7 elegidos corresponden a errores
decrecientes de la RBA desde (B-C) hacia (E) (ver Fig. 3.2 (A)). En todos
los casos las lineas punteadas corresponden a los perfiles para ¢t = 0, cuando
[Ca?T](z = 0, = 0) =[Ca’*];,, para ambas simulaciones (FDF y RBA). Los
dos tiempos siguientes estan indicados como t; and 3. Vemos en (D) que a
t = 0 el frente dado por RBA es mas abrupto que el dado por FDF. Algo
similar ocurre en (B), aunque no puede observarse dada la resolucién de la
figura. En (B) y (D) vemos que a t = ¢; (immediatamente después de que se
enciende la fuente), el pico de concentracién es més alto para el modelo FDF
que para RBA. Esto se debe a que el modelo FDF tiene un tiempo asociado a
buffers que es finito. Eventualmente RBA “alcanza” a FDF. Cuando los sitios
dejan de liberar Ca?", la sefial se esparce sobre una regién més ancha en FDF
que en RBA. Esto se hace evidente en tiempos posteriores, como t,, en la
Fig. 3.2 (B). Este comportamiento, junto con la existencia de un frente més
abrupto para RBA at = 0, puede ser interpretado en términos del coeficiente
de difusién efectivo definido en la Ec. (1.14). De acuerdo con esa ecuacién,
Ca?* difunde m4s rdpido en regiones de mayor [Ca2*], lo que provoca frentes
mas abruptos que los que aparecerian si la difusién fuera igual en todos la-
dos. Asi, RBA tiende a generar frentes mas abruptos que los que se obtienen
con el modelo completo. Estos frentes corresponden a mayores gradientes de
concentracion, que hacen que el modelo RBA funcione peor. En el caso de
propagacién muy saltatoria (B), esta diferencia en la inclinacién del frente
resulta en una diferencia apreciable entre los intervalos de tiempo que sep-
aran dos disparon sucesivos en los modelos RBA y FDF: mientras que para
ty el sitio en z ~ 3um ya esta disparando de acuerdo a FDF, no ha empeza-
do aln a a disparar segiin RBA. Esto da lugar a errores en la propagacion
de la onda que resultan en frentes que se separan al transcurrir el tiempo,
como se muestra en Fig. 3.2 (C), donde graficamos los frentes que predicen
FDF'y RBA para tiempos muy posteriores. Cuando la propagacién se hace
mas continua, los frentes comienzan a comportarse en forma similar, como
se observa comparando las Figs. 3.2 (B) y (D). Aunque en la Fig. 3.2 (D),
para t = iy, el sitio en z ~ 3um esta disparando segin FDF mientras que,
de acuerdo a RBA esta a punto de empezar a hacerlo, la concentracién pico
para x ~ 3um es mas pequena que en la Fig. 3.2 (B). Asi, la diferencia en-
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tre ambas simulaciones en este caso es menor que en la Fig. 3.2 (B). En el
ejemplo de la Fig. 3.2 (D), el segundo sitio empieza a disparar antes de que
el primero haya dejado de hacerlo, y el gradiente en el sitio que alcanza el
umbral es levemente menor que en (B). Finalmente, en el caso muy continuo,
las diferencias entre RBA y FDF son imperceptibles, como se muestra en la
Fig. 3.2 (E), donde se grafican las soluciones de ambos modelos para tres
tiempos, siendo imposible distinguirlas.

De esta discusién podemos concluir que el error en RBA es mayormente
sensible a la escala espacial tipica sobre la que hay liberacién de Ca?*. Hay
otros parametros, ademas de 7, que también afectan el modo en el cual el
frente se esparce en el espacio. Entre ellos, la relacion entre el coeficiente de
difusién efectivo de Ca?* y la tasa a la cual los iones de Ca?" son inyectados
en el citosol, o/7. El niimero de sitios que disparan simultdneamente tam-
bién depende del valor umbral para el disparo, [Ca?t]y,. En la Fig. 3.3 anal-
izamos el efecto de estos parametros, graficando el error relativo porcentual
en funcién de 7, para simulaciones realizadas con las constantes de reaccion
de Calbindina-Dogy y varios valores de o ((A) y (E)), Dca (B), Dp (C),
[Ca?T]y (D) y [B]r (F). En las figuras en las cuales el pardmetro correspon-
diente no fue variado, utilizamos o = 3,5 x 10 2umol, D¢, = 220um?/s,
Dp = 27um?/s, [Ca®* |y = 0,25uM y [B]r = 100uM, excepto para (D),
para el cual usamos o = 5,5 x 1072 umol. Las escalas temporales de reaccién
en las Figs. 3.3 (A)-(D) son Is mismas que en la Fig. 3.1 (C).

En la Fig. 3.3 (A) mostramos cémo se ve afectado el error por el nimero
total de iones liberados en un sitio, o. En este caso, los tiempos caracteristi-
cos de difusién son los mismos que los de la Fig. 3.1 (C). Vemos que, para un
dado valor de 7, el error aumenta cuando ¢ aumenta. Esto puede asociarse
al hecho de que se generan mayores gradientes de Ca?t cerca de una fuente
encendida si un nimero mayor de iones son liberados durante la misma canti-
dad de tiempo (7). Mayores gradientes de Ca>* implican que el “desparramo”
difusivo del Ca?* es mayor que la tasa a la cual el Ca?* es consumido por la
reaccién con el buffer, rompiendo asi la hipétesis basica de la aproximacion
de buffers rapidos. Esto parace contradecir algunos de los resultados reporta-
dos en [Smith et al., 1996]. En la tltima seccién discutiremos cémo conciliar
ambos conjuntos de obervaciones. En la Fig. 3.3 (A) también observamos que
7* decrece cuando aumenta o. Esto es razonable dado que un mayor valor de
o implica mayor [Ca?"| en el medio, lo cual, para un umbral fijo, [Ca®"];,
permite que los sitios disparen simultdanemente para valores de 7 menores.
Correlacionado con este comportamiento, el valor de 7 para el cual el error
cae abruptamente también decae al aumentar o. También observamos que
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Figura 3.2: Comparacién de los perfiles obtenidos con los modelos FDF
(curva llena) y RBA (curva cortada) (B-E) para Calbindina-Dogx con los
mismos parametros de la Fig. 3.1 (C), excepto por [Blr = 170uM y
[Ca?*)y, = 0,07uM; y error relativo porcentual en funcién de 7 para los
mismos pardametros (A). 7 = 0,03s (B-C), 7 = 0,1s (D) y 7 = 10s (E).
En todos los casos la linea punteada corresponde a los perfiles a ¢ = 0. Los
otros tiempos graficados son: ¢t; = 0,020s, t = 0,166s (B); t = 22s (C);
t1 = 0,120s, t, = 0,336 (D) y t; = 68s, to = 136s (E). Los cuadrados en (B-
E) representan los sitios de liberacién. Los recuadros en (A) corresponden a
los valores de los pardmetros en las simulaciones (B-E).
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cuando 7 es mayor que los tiempos caracteristicos de difusién, el error se
vuelve practicamente independiente de valor de o.

En la Fig. 3.3 (B) mostramos cémo el error se ve afectado por la tasa a la
cual difunde el Ca*", D¢,. Esto no es simplemente un ejercicio matemético (el
cual, con todo, proporciona informacién sobre la fisica del problema). Desde
el punto de vista biolégico, tener un valor diferente de D¢, puede asociarse
con el efecto de otros buffers que no han sido incluidos explicitamente en el
modelo. En la Fig. 3.3 (B) podemos ver que, para un valor dado de 7, el error
aumenta cuando D¢, aumenta. Esto resulta razonable dado que al aumentar
D¢, disminuye el tiempo caracteristico de difusién, haciéndolo cercano al
asociado con la reaccion. Sin embargo, el error puede ser considerablemente
grande atin cuando 7 K Tp,, < 7. En esta figura, 7p,, es 0,218s para la
curva inferior, 0,049s para la del medio y 0,036s para la superior, mientras
que 7 = 5 x 107*s. Como se esperaba, el valor de 7* decrece cuando D¢,
aumenta (dado que un valor mayor de D¢, favorece el hecho de que varios
sitios disparen simultdneamente). Consecuentemente, el valor de 7 para el
cual el error cae abruptamente también decrece al aumentar Dg,. Asi, el
aumento de D¢, juega un rol dual: vuelve menos confiable la RBA porque
hace que el tiempo caracteristico de difusién sea menor y méas cercano al
asociado a la reaccién; sin embargo, al mismo tiempo facilita el hecho de
que varios sitios disparen en forma simultdnea, lo cual mejora la capacidad
predictiva de la RBA. Como en el caso anterior, cuando la RBA comienza a
funcionar, el error se vuelve independiente del valor de Dg,.

En la Fig. 3.3 (C) mostramos cémo el error es afectado por la tasa a la
cual difunde el buffer, Dg. Contrariamente al caso de D¢,, dado un valor
de 7, el error decrece cuando Dpg crece (si Dg < Dg¢,). Esto ocurre porque
el aumento de Dp tiende a homogeneizar las distribuciones, suavizando gra-
dientes pronunciados y favoreciendo la existencia de frentes espacialmente
esparcidos, sin afectar el tamano relativo de los distintos términos involucra-
dos en la ecuacién de evolucién para [Ca?*] (como si hace Dg,). Tp, vale
0,054s para la curva inferior, 0,403s para la del medio y tiende a infinito
para la superior. Contrariamente al caso anterior, cuando la aproximacion
comienza a funcionar, el error pasa a ser mas sensible al valor de Dpg. 7*
decrece cuando Dp aumenta, por las mismas razones por las cuales decrece
cuando D¢, aumenta.

En la Fig. 3.3 (D) mostramos cémo el error se ve afectado por la concen-
tracion umbral para el disparo, [Ca**]y, (i.e., la excitabilidad del medio). En
este caso, para un dado valor de 7, el error decrece cuando [Ca?*];, aumenta.
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Figura 3.3: Error relativo porcentual entre los modelos FDF'y RBA en funcién
de distintos parametros: o (A), D¢, (B), Dp (C), [Ca®T]s, (D), 7y o cuando
o /7 es constante (E) y [B]r (F). Todas las simulaciones fueron realizadas con
Calbindina-Dygx como tnico buffer. Para mas detalles, ver texto principal.
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Un mayor valor de [Ca®];;, implica que le costard mas a una sefial que em-
pieza en un sitio particular, “encender” el sitio siguiente. Esto puede resultar
en un gradiente de [Ca®*] menor, mejorando entonces el funcionamiento de
la RBA. Como se muestra en la seccion siguiente, introducir parametros adi-
mensionales brinda un mejor entendimiento de por qué el error decrece al
aumentar [C'a**]y,. Como se esperaba, el valor de 7* aumenta con [Ca®"]y,.
Como en (A) y (B), el error se hace insensible a [Ca?*]y, cuando la aproxi-
macion funciona.

La cantidad 7 estd involucrada en dos parametros que tienen un claro
significado fisico: la tasa a la cual son inyectados los iones de Ca**, o /7, y el
tiempo durante el cual un sitio permanece abierto, 7. Aumentar la tasa de
inyeccion dejando fijo el tiempo de apertura, es equivalente a aumentar o,
algo que se ilustra en el Fig. 3.3 (A). Como se esperaba, esto vuelve menos
confiable a la RBA. Ahora, el hecho de que los errores de la RBA decrez-
can sistematicamente cuando 7 aumenta, puede estar vinculado a una tasa
de inyeccién menor o a un mayor tiempo de apertura. En realidad, ambos
cambios pueden mejorar la aproximacién: un valor menor de ¢/7 permite
que el buffer alcance el equilibrio con Ca?t més facilmente, mientras que una
duracién mayor facilita el hecho de haya varios sitios disparando simultdnea-
mente. Para poder distinguir entre estas dos situaciones, en la Fig. 3.3 (E)
comparamos una serie de simulaciones realizadas variando tanto o como 7,
pero de modo que o/7 = 30 x 107'2ymol/s para todas las simulaciones.
Podemos observar que RBA mejora cuando la duracién de la liberacién au-
menta, ain cuando hay un tnico sitio disparando. Esto estd de acuerdo con
las observaciones reportadas en [Smith et al., 1996] sobre la validez de la
aproximacion de buffers rapidos en presencia de una tnica fuente puntual,
como se discute en la tltima seccion.

Finalmente, en la Fig. 3.3 (F) estudiamos cémo se ve afectado el error
por la concentracién total de buffer, [B]r. Vemos que el error varia en forma
no monétona con [B]yr: cuando la propagacién es muy saltatoria, el error es
mayor para [B]pr = 80uM que para [B]y = 10uM 6 [B|r = 100puM. Discu-
timos este comportamiento mas adelante. También vemos que 7* aumenta
con [B]r. Esto puede entenderse de la siguiente manera. Al aumentar [B]r
aumenta el peso relativo de Dy con respecto a D¢, en la determinacién de
la tasa efectiva a la cual difunden los iones de Ca?* (ver Ec. (1.14)). Como
Dg < Dg¢,, aumentar [B]r hace que disminuya el coeficiente efectivo de di-
fusién de Ca?*, favoreciendo de esta manera la propagacién saltatoria sobre la
continua, lo cual se refleja en un valor mayor de 7*. Finalmente, podemos ob-
servar que, para propagacién mas continua, (valores mayores de 7) el error es
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una funcién monétonamente decreciente de [B]r. Como discutimos después,
esto es asi porque en este régimen el modo en el cual el error se comporta con
los distintos pardametros estd dominado por como éstos afectan el gradiente
de concentracién (con el error decreciendo a medida que los gradientes se
suavizan).

3.2.6 Resultados numeéricos: analisis en términos de
parametros adimensionales

Aunque intuitiva, la discusion en la secciéon anterior tiene la complicacion
del alto niimero de parametros que afectan el comportamiento de la RBA.
Asi, resulta dificil explorar el espacio de parametros para determinar la re-
gién de validez de la aproximacién. Por otro lado, el mismo pardmetro puede
tener diferentes efectos dependiendo de los valores de los deméas parametros.
Para trabajar con un numero minimo de parametros, decidimos introducir
cantidades adimensionales y replantear la discusion sobre la validez de la
RBA en términos de un conjunto menor de pardmetros (adimensionales).
Este nuevo planteo nos permite obtener resultados que son independientes
del buffer particular que fue utilizado en la simulacién. También nos permite
entender como las combinaciones de parametros, que en general tienen un
significado fisico, afectan la validez de RBA. En términos de variables adi-
mensionales, las soluciones de onda que viajan hacia la derecha satisfacen:
[Ca?T]q + a[CaB]y — 1, cuando 2 — —oco y [Ca**]y — 0 cuando z — —oo.
Entonces, estas soluciones quedan caracterizadas por los siete pardmetros de
la Tabla 3.1.

Algunos de los pardmetros adimensionales son cocientes de tiempos car-
acteristicos con respecto a 7. B¢, v Bp son tasas de difusion adimensionales
de Ca?" y de buffer, respectivamente. x y &' son tasas de reaccién adimen-
sionales, a partir de las cuales es posible definir, como antes, un tiempo
caracteristico asociado a la reaccién, adimensional, 7, = 1/(k + £’). Var-
iando dos de estos tiempos caracteristicos adimensionales, podemos explorar
los regimenes (II)—(IV) definidos en la Ec. (3.4), visualizando los errores en
un unico grafico bidimensional. Dado que se espera que la RBA no funcione
en el régimen (I), este modo de analizar el problema brinda una descripcién
completa de los casos para los cuales el rango de validez de la RBA no es
conocida a priori. Mostramos este grafico en la Fig. 3.4 (A), donde el error
relativo porcentual estd graficado usando una escala de colores, en funcién
de B¢, v Op. Hay tres curvas superpuestas a la figura: S, = 1, fg = 1y
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Bca = Bp- Estas curvas dividen el plano B¢, — Sp en regiones que corre-
sponden a diferentes regimenes en la Ec. (3.4), como se indica en la figura.
Tal como se ha explicado, sélo las regiones sobre la curva B¢, = g poseen
significado fisiolégico. Por otro lado, como 7, = 5 x 1073 para esta figura,
el tiempo caracteristico asociado a la reaccion es, por lo menos, dos 6rdenes
de magnitud menor que las otras escalas temporales. Dado que T, &, &', «
y ¢ permanecen constantes en esta figura, este plano B¢, — B s6lo da lu-
gar a comparaciones entre buffers con la misma constante de disociacion,

Kd == koff/kon-

Movernos en la Fig. 3.4 (A) a través de una linea horizontal de izquierda
a derecha, es equivalente a aumentar Dp, dejando fijos los demdas paramet-
ros. Podemos observar que el error se hace mas pequeno, siempre que se
permanezca dentro de la region con significado fisiolégico, B, > Sg. Mover-
nos a lo largo de una linea vertical, desde abajo hacia arriba, corresponde a
aumentar Dg,. Podemos ver que el error aumenta. Asi, si nos movemos a lo
largo de una linea recta de la forma Bc, = mfBg, con m > 0, el error puede
aumentar o disminuir, dependiendo del valor de m. Mas atun, puede presentar
un comportamiento no monétono dependiendo de m, como se indica en la
Fig. 3.4 (B). Aumentar 7 dejando fijos los demds pardmetros, es de algin mo-
do similar a moverse a lo largo de una linea recta con m = D¢,/Dpg > 1. Si
tomamos Dpg igual al coeficiente de difusiéon de Calbindina-Dsgg, por ejemp-
lo, el error no se comporta monétonamente. Creemos que el comportamiento
no monétono observado en las Figs. 3.1 (A) y (C) es consecuencia del co-
ciente particular entre los coeficiente de difusién que se obtiene para EGTA
y para Calbindina-Dogg-.

En la Fig. 3.5 presentamos un gréafico similar al anterior, pero en el plano
Bca — T, y como resultado de variar tres pardmetros, Bcq, [' v «, de tal modo
que a = 500/T. Como en [Dawson et al., 1999], T" es el cociente entre la
“concentracién de liberacién”, o/d?, y la diferencia entre las concentraciones
umbral y basal, [Ca®T];,—[Ca®*],. Por lo tanto, da una medida de cuén dificil
resulta “encender” un sitio con otro. El hecho de que [Ca®*]y, entre en la
ecuacién sélo a través del parametro adimensional I, significa que la concen-
tracion umbral afecta la validez de la RBA dependiendo de cémo se compara
con la concentracion de liberacién, en particular, con o. Entonces, aumen-
tar [Ca®*]y, dejando fijos los otros pardmetros equivale a disminuir I'. De
la Fig. 3.5 concluimos que aumentar [Ca®"];;, reduce el error. El anélisis del
problema en términos de parametros adimensionales nos permite relacionar
este comportamiento con la mejora de la RBA cuando o disminuye. Ahora
bien, o entra en las ecuaciones no sélo a través de I', sino también a través
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Figura 3.4: (A) Error relativo porcentual en el plano 8¢, — Bg. Los otros
pardmetros adimensionales son: I' = 2000, x = 200, ¥ = 0,86, o = 0,25
y ¢ = 2000. Se han incluido tres curvas en la figura: o, = 1, g = 1y
Bca = B, que dividen al plano en las regiones definidas en la Ec. (3.4). (B)
Error relativo en funcion de S cuando tanto B¢, como B son variadas a lo

largo de una linea recta, fc, = mfg, en (A). Las curvas estan distinguidas
por el valor de la pendiente, m.
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Figura 3.5: Similar a Fig. 3.4 pero en un plano ¢, —I'. Los otros parametros
adimensionales son: @ = 500/I", S = 0,24, k = 200, k' = 0,86 y ¢ = 2000.
Las flechas corresponden a algunos de los resultados en Fig. 3.3. Moverse a
lo largo de la flecha llena es equivalente a moverse de una curva a otra para
un valor fijo de 7, en la Fig. 3.3 (A). Moverse a lo largo de la flecha cortada

es equivalente a moverse de una curva a otra para un valor fijo de 7, en la
Fig. 3.3 (B).
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de «, el cociente entre la concentracion total de buffer y la concentracién de
liberacién. Entonces, si a es 0 muy grande o muy chica, y el error es aproxi-
madamente insensible a cambios en su valor; el modo en el cual los errores se
comportan con I, junto con la definicién de T, implica que aumentar [Ca?*]y,
tendra un efecto similar al de disminuir ¢. Disminuir ¢ resulta en menores
gradientes de [Ca®*] y, por tanto, errores menores. Por lo tanto, la mejora
cuando aumenta [Ca**];;, se debe a la ocurrencia de gradientes de [Ca**] més
pequenos.

3.3 Rango de validez de la aproximaciéon de
equilibrio

En la RBA se supone que la concentracién de buffer ligado a Ca?t y la
de Ca?t libre se encuentran localmente en equilibrio en cada instante, es
decir, estdn vinculadas a través de la Ec. (1.9). Esta misma hipétesis fue
usada para vincular la concentracién de Ca?" libre con la de Ca?* ligado al
indicador fluorescente en el Capitulo 2. En esta secciéon buscamos determinar
hasta qué punto es posible hacer esta suposicién cuando la fuente de Ca?*t
es puntual. Con este fin realizamos simulaciones numéricas de las Ecs. (1.2)-
(1.3) teniendo en cuenta dos buffers, una fuente esférica de iones de calcio
dada por la Ec. (2.4) y un mecanismo de recaptura de la forma (1.6), tal
como se describid en detalle en la Sec. 2.2 del Capitulo 2. Los parametros de
las simulaciones son los indicados en la Tabla 2.1. Para determinar los limites
de aplicabilidad de la hipédtesis, no s6lo comparamos la concentracién [CaB;]
obtenida de la simulacién numérica con la dada por la Ec. (1.9), sino que
también estudiamos el comportamiento de log([CaB;]/[B|r,) como funcién
de [Ca®"], el que, si la Ec. (1.9) es vélida, debe variar de acuerdo a:

log C%Z]) = —log (1 + [CIZ‘;]) . (3.5)

En la Fig. 3.6 presentamos los resultados de la comparaciéon, con el buffer
B (recordemos que las simulaciones involucran dos buffers que hemos llamado
By FE respectivamente). Las figuras (a) y (c) corresponden a una simulacién
en la cual I, = 0,1pA y las figuras (b) y (d), a Ig, = 1,9pA. Los pardmet-
ros restantes son los mismos en ambas simulaciones. En las figuras (a) y (b)
comparamos perfiles espaciales para un tiempo correspondiente a t = 10 ms,
con linea llena se grafica [CaB| dada por la simulacién y con linea punteada,
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el resultado de suponer que [CaB]| estd en equilibrio con el valor de [Ca?*]
dado por la simulacién. En las figuras (d) y (d) graficamos log([CaB]/[B]r)
en funcién de log(1 + K;/[Ca*"]) para las concentraciones [Ca?"| y [CaB]
dadas por las simulaciones (circulos) y superpuesta, la relacién de equilib-
rio. El asterisco corresponde al valor de r, r*, para el cual [CaB] toma un
valor igual a la mitad de su valor maximo, los circulos a la izquierda del
mismo corresponden a valores menores de r. De la figura (a) vemos que la
hipétesis de equilibrio falla especialmente cerca de la fuente, en particular
falla notablemente para r*. Al incrementar el valor de la corriente, el rango
de validez de la hipétesis de equilibrio se amplia, como vemos en la figura (b),
pero nuevamente vemos que en la zona de r < r* la aproximacién sigue sin
valer. Este analisis muestra la necesidad de buscar una forma més eficiente
de relacionar las concentraciones [Ca®*| y [CaB], cosa que haremos en detalle
en los Capitulos 5 y 6.

3.4 Discusion

En muchas situaciones, una forma rapida de obtener alguna estimacion de
cuanto calcio permanece libre al ingresar al citosol consiste en suponer que
el Ca’t se encuentra en equilibrio con los buffers citosélicos. Si bien esta
aproximacion puede ser valida si la velocidad de las reacciones entre calcio
y buffers es suficientemente alta (la hipdtesis fundamental para obtener la
RBA), esta velocidad debe ser comparada con la de la difusién y esta ultima
depende del gradiente de concentraciones. En este capitulo vimos que, en
presencia de altos gradientes de concentraciones, la hipdtesis de equilibrio
entre calcio y buffers deja de valer. En particular, encontramos que en el
caso de una fuente muy localizada, la distribucién de calcio ligado a buffer
prescripta por la hipotesis de equilibrio puede diferir hasta casi en un orden
de magnitud respecto de la verdadera y esta diferencia es méas notable mas
cerca de la fuente (y cuanto mayor es el gradiente de [Ca?*]). Esto implica que
no es bueno suponer, como lo hicimos en el Cap. 2, que Ca?" y el colorante
estdn localmente en equilibrio. La importancia del gradiente de [Ca?'] en
determinar la validez o no de la hipétesis de equilibrio se refleja también en
el estudio que hicimos de las ondas de Ca?*.

Las ondas intracelulares de Ca?* se propagan en forma regenerativa gra-
cias a la liberacién de iones de Ca?t a través de poros muy angostos en los
canales de Ca?". Aunque la propagacién se ve afectada por la presencia de
buffers, en general la dindmica de estos buffers no es de interés. La aprox-
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Figura 3.6: Validez de la relacién de equilibrio entre calcio y un buffer con el
que reacciona, para una simulacién con I, = 0,1pA ((a) y (c)) y otra con
Ice = 1,9pA ((b) y (d)). (a)-(b) Perfiles espaciales de la concentracién de cal-
cio ligado al buffer B; con linea llena el resultado de integrar numéricamente
el sistema, con linea punteada el resultado de suponer que [CaB| estd en
equilibrio con [Ca?*] obtenida de integrar numéricamente. Los perfiles cor-
responden a ¢t = 10ms. (c)-(d) Gréficos de log([CaB]/[B]r) en funcién de
log(1+4 K4/[Ca®*]), correspondientes a ¢t = 10 ms. Los circulos son el resulta-
do de integrar numéricamente el sistema, la linea llena representa la solucion
de equilibrio y el asterisco indica el valor de r, r*, para el cual [CaB] toma
un valor igual a la mitad de su valor maximo para el tiempo indicado.
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imacién de buffers rapidos provee una descripcién de las ondas de Ca?t en
términos de [Ca®T], que es vdlida cuando la reaccién con los buffers ocurre
mucho mds rdpidamente que todos los demds procesos involucrados [Wagner
and Keizer, 1994]. Sin embargo, la naturaleza localizada de la liberacién de
Ca?t es capaz de quebrar las hipétesis que sustentan la aproximacién. En
este capitulo hemos analizado la validez de la aproximacién de buffers rapi-
dos utilizando una extensién del modelo fire-diffuse-fire [Dawson et al., 1999],
en el cual la dinamica de un buffer es incluida en forma explicita. Hemos ob-
servado que la escala espacial de la regién con liberacién de Ca?t juega un rol
fundamental, en particular que la validez de la aproximacién mejora cuando
esta escala aumenta. La misma esta determinada por el nimero de sitios que
liberan Ca?t en forma simultdnea. Asi, la aproximacién mejora cuando la
propagacién pasa de ser saltatoria a continua. Aumentar el coeficiente de di-
fusién de Ca?*, D¢, no es suficiente para producir esta transicién. Mas atn,
la aproximacion de buffers rapidos empeora cuando D¢, aumenta ya que esto
hace que la difusién se convierta en un proceso rapido. Aumentar el coefi-
ciente de difusion del buffer, manteniendo Dg < D¢, favorece la transicién
hacia propagacién continua y, entonces, mejora la aproximacion.

Entender el comportamiento de la aproximacién con [B]y, Dp y la corri-
ente de Ca?" es més sutil. Para [B|7 = 0, el error es cero porque las descrip-
ciones FDF'y RBA son idénticas. Asi, el error aumenta con [B]r, para [B]r
suficientemente pequefio. Esto estd de acuerdo con lo observado en [Smith et
al., 1996], donde se estudia numéricamente la validez de la aproximacién de
buffers rapidos cerca de una tnica fuente puntual. Sin embargo, la tasa a la
cual ocurren las reacciones con los buffers, aumenta con [B]r y esto podria
resultar en errores menores. En realidad, hemos mostrado en este capitulo
que el error depende no monétonamente de [Blr. Este comportamiento es
mas evidente cuando 7, un parametro que determina tanto la corriente de
Ca?* como el tiempo durante el cual el canal estd abierto, es pequefio (i.e.
con corrientes de Ca?" altas pero breves). En [Smith et al., 1996] se estu-
dia también el efecto que tienen en la aproximacién, diferentes corrientes de
Ca?t. En particular, se muestra que el error se hace maximo para corrientes
intermedias. Nosotros no hemos encontrado este tipo de comportamiento. Sin
embargo, los autores de [Smith et al., 1996] computan los errores principal-
mente en la regién alrededor de la fuente puntual. Los buffers pueden estar
saturados en esta region y ésta puede ser la razén detras del comportamiento
no monétono del error con la corriente de Ca?t. A saber, para corrientes
pequenas, el error es pequefio porque los gradientes de [Ca**] son pequefios.
Cuando la corriente de Ca?* es muy grande, el buffer se satura cerca de la
fuente y la mayor parte del Ca?t est4 libre. En ese limite, tanto la aproxi-
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macion de buffers rapidos como el modelo completo se reducen a la ecuacion
de difusion pura y el error se hace cero nuevamente. Mientras que la aproxi-
macion puede mejorar cerca de la fuente cuando la corriente aumenta, empe-
ora lejos de ella, donde el buffer no esta saturado. Este es el comportamiento
que obtenemos de nuestro analisis en el caso de propagacion saltatoria, para
el cual la aproximacion de buffers rapidos falla en predecir la velocidad de la
onda si la corriente es muy grande. El hecho de que la saturacion del buffer
juegue un rol en la validez de la aproximacion cerca de una fuente puntual, es
también reflejado en que el error en esa regién es mayor para buffers méviles
que para inméviles [Smith et al., 1996]. Los buffers mdéviles rellenan regiones
espacialmente localizadas donde su concentracion ha disminuido, haciendo
menos favorable la saturacién. Los resultados en [Smith et al., 1996] tam-
bién muestran que, por otro lado, los errores lejos de la fuente son mayores
para buffers inméviles que para buffers moviles. Esto coincide con nuestra
observacion de que el error decrece cuando aumenta la difusividad del buffer.
Las diferencias en el comportamiento de la aproximacién cerca y lejos de
la fuente, explican también el modo en el cual el error se comporta en fun-
cion de la concentracion y el coeficiente de difusion del buffer, para valores
de los parametros para los cuales la propagacion es menos saltatoria. Para
propagaciéon continua, el comportamiento estd completamente dominado por
el gradiente de concentracion en la regiéon que tiene sitios que disparan en
forma simultanea. Por lo tanto, aumentar la concentracién de buffer o su
coeficiente de difusién, mejora la aproximaciéon, ya que ayuda a suavizar los
gradientes de concentracién sobre dicha regién. En la regién con pocos sitios
que disparan simultdneamente, la aproximacién es mas sensible a los valores
de estos pardmetros, exactamente por esta razén.

Combinando los resultados de [Smith et al., 1996] y los nuestros, pode-
mos concluir que, cerca de una fuente puntual, la aproximacién de buffers
rapidos mejora al alcanzarse un situacién de “diffusién libre” (i.e., cuando
la corriente de Ca%* aumenta y la concentracién de buffer disminuye, siendo
esto ultimo favorecido si el buffer es inmévil). Lejos de la fuente puntual,
la aproximacion mejora cuando los gradientes de concentracién disminuyen,
algo que se alcanza para corrientes de Ca?" més pequeiias y concentraciones
mayores de buffers con méas movilidad. En el caso de ondas saltatorias, el
comportamiento de los errores lejos de la fuente es lo que mas importa para
determinar la eficiencia de la aproximaciéon en predecir la velocidad de la
onda. La aproximacién mejora cuando los gradientes se suavizan y las ondas
se hacen mas continuas.

Los resultados presentados en este capitulo muestran que la clasificacién
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de buffers en lentos o rapidos es de algin modo delicada en el caso de on-
das de Ca?*, ya que la escala temporal de difusién relevante contra la cual
hay que comparar la escala temporal de reaccion, puede ser arbitrariamente
pequena. Hemos observado que en el caso de propagacién saltatoria, los er-
rores en la velocidad de la onda pueden permanecer por encima de la res-
olucién experimental atin cuando los tiempos caracteristicos de la reacciéon
sean mucho menores a los de difusién entre sitios. Contrariamente, hemos
observado que la aproximacién funciona bastante bien, incluso para buffers
lentos, si la regién con liberacién de Ca®* activa decae sobre una escala es-
pacial suficientemente larga. Los gradientes de concentracion juegan un rol
fundamental en la determinacion de validez de la aproximacion. Sin embargo,
gradientes importantes son inducidos por el coeficiente de difusiéon dependi-
ente de la concentracion, dado por la aproximacién de buffers rapidos. En
algin sentido, la aproximacion tiene en si misma la semilla para su propia
destruccién. Es, entonces, importante determinar a priori las posibles fuentes
de error al usar la aproximacion. En este capitulo hemos presentado las es-

calas espaciales y temporales relevantes que necesitan ser comparadas a tal
fin.

3.5 Apéndice: Aproximacion analitica para 7*

El niimero de sitios que disparan en forma simultanea juega un rol funda-
mental en la validez de la RBA. En el modelo fire—diffuse—fire original, la
transicion de uno a varios sitios disparando simultdneamente esta regida por
un unico cociente de escalas temporales, 7/7p, siendo D un coeficiente de di-
fusién “efectivo” para Ca?*. En nuestro caso, hay dos tiempos caracteristicos
asociados a la difusién entre sitios y, entonces, dos cocientes que regulan esa
transicién, haciendo mas complicada la estimacion del valor de 7 para el cual
ocurre la misma (7*). Hasta aqui hemos calculado 7* numéricamente, pero
quisiéramos tener una estimacion a priori de su valor. En este Apéndice pre-
sentamos una aproximacién analitica simple para 7*. A tal fin consideramos
la Ec. (1.2) sin bombas ni buffers, con un coeficiente de difusion efectivo, D,
y con un unico sitio disparando a ¢t = 0, que permanece encendido:

[Ca*t] o

5 = B0@)0() + DV?[Ca™], (3.6)
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con [Ca®T](r,t = 0) = 0, [Ca®’*]— 0 as |z| — oo. Una buena aproximacién a
la solucién de la Ec. (3.6) es:

w2 O ()T _2dr
[Ca :| - dQT( 2D+2D)7 para P _-’L'_O,

ST Y < o< ET
[Ca™] d%( 2D 2D)’ para 0o —

2Dd?*r

[Ca*"] = 0, para |z]|> (3.7)
Esta aproximacién tiene la misma dependencia espacial que la solucién esta-
cionaria de la Ec. (3.6) y una dependencia temporal que da el niimero cor-
recto de iones inyectados (satisface [, dt' [ da' [Ca®*](/,t') = ot/(d>T)).
M4s atin, satisface [Ca2T]> 0 para todo punto espacial y temporal. Con esta
aproximacién para [Ca?"](z,t), podemos encontrar el tiempo ¢t* para el cual
[Ca?T](d,t*) = [Ca®*]s. Si pensamos que la fuente proviene de uno de los
sitios del modelo fire—diffuse—fire model, y consideramos que hay otro sitio
en x = d, entonces t* es el instante para el cual la segunda fuente empieza
a liberar iones de Ca?*. Asi, eligiendo el tiempo durante el cual la primera
fuente esta encendida, 7, igual a t*, obtenemos el valor de 7, 7*, para el cual
ocurre la transicion entre tener un unico sitio disparando en el frente, a tener
dos. Procediendo de esa manera obtenemos:
dy/ 2 i
T = D . (3.8)

2+
14 /1 -2k

Esta expresion depende del coeficiente de difusion efectivo, D. Para incluir
informacion de la reaccion con el buffer, calculamos D como

[Ca?*Tse
D= f[0a2+]bl " Deyg(c)de

~ [Ca* )i — [Ca?t],

(3.9)

donde [Ca*M |5y = lim,, oo[Ca®T] y Dess(c) estdn dados por la Ec. (1.14).
En la Tabla 3.3 mostramos los valores de 7* estimados usando la Ec. (3.8)
(Tywea) ¥ aquellos obtenidos de simulaciones numéricas (7,,,,). El acuerdo
entre ambos es muy bueno. Entonces, la estimacion de 7* puede ser utilizada
para determinar a priori si la RBA puede dar una buena descripcién de la

dindmica o no.
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Tabla 3.3: Prediccién y cdlculo numérico de 7% (menor valor de 7 para el cual
hay por lo menos dos sitios disparando simultineamente en el frente) para
diferentes valores de o y [Ca*"]y,. La estimacién del coeficiente de difusién
efectivo para [Ca®*], D.ss, también ha sido tabulada.

o [x10"2umol] [Ca* s [uM]  Degs [pm?s™ ) Tprea™ [S] Trar *[8]  Trva * [$]

5,5 0,25 190,6 0,028 0,02 0,04
3,5 0,25 94,1 0,06 0,08 0,2
3,0 0,25 46,2 0,12 0,1 0,2

5,5 0,40 190,5 0,029 0,03 0,05




Capitulo 4

Reducciones observacionales:
una ecuacion cerrada para el
transporte de Ca?" en presencia
de “buffers” obtenida a partir
de datos experimentales

4.1 Resumen

En este capitulo introducimos un nuevo abordaje para la obtencién de de-
scripciones matematicas simplificadas de la dinamica del calcio intracelular.
Este nuevo abordaje consiste en obtener un conjunto minimal de ecuaciones
de evolucién cuyas soluciones coincidan, dentro de cierto margen de error,
con las observadas experimentalmente o con las obtenidas a partir de sim-
ulaciones de modelos detallados. Llamamos “reducciones observacionales” a
este tipo de descripciones. En este capitulo sélo probamos el método con
simulaciones numeéricas.
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4.2 Ecuaciones de evolucion

En el conjunto completo de ecuaciones (1.2)-(1.3) (del Capitulo 1) para de-
scribir la dindmica del calcio citosdlico, consideremos el caso en que no hay
una fuente de calcio, Q)¢,, todos los buffers son endégenos y el efecto de las
bombas se puede escribir como funcién de [Ca®*]. Llamemos M a:

M = ZR,. + Grem([Ca?t)), (4.1)

que depende de [Ca®"] y de las concentraciones de sustancias distintas del
calcio. Para poder conocer [Ca?"](r, t) es necesario resolver el conjunto com-
pleto de ecuaciones acopladas. Supongamos que, o bien resolvemos ese con-
junto completo de ecuaciones, o que tenemos acceso a determinar experi-
mentalmente [Ca?'] como funcién del punto del espacio r y del tiempo ¢. Es
decir, conocemos [Ca?*](r,t) para alguna condicién inicial. Entonces, pode-
mos resolver separadamente cada ecuacién de la forma (1.3) para obtener
[B;](r,t) (si conocemos [B;](t = 0)). Asi, cada valor de [B;](r,t) es funcién
de una coleccién de valores, [Ca?t], para todos los puntos espaciales y en
los tiempos previos, i.e., de {[Ca?*](r/,#') V ', ¢ < t}. Resulta facil escribir
explicitamente esta dependencia en casos en los cuales el buffer no difunde:

[Bi](r,t) = exp (—koff,,-t — kom/o [Ca2+](r,t')dt') [Bil(r,0) + kosri[Blr

t t
[ e (—k(,ff,i(t—t') ~kuns [ [Ca(r, t”)dt”) at,  (42)
0 v

o cuando la Ec. (1.3) puede linealizarse, por ejemplo, si [Ca®*][B;] ~ [Ca*"|[B]r,
en (1.3):

B](r,t) = [Bi(r,0)+ [Blns x / dr' /0 0t (Kogga — konalCa?*](x', )

(r—r')2

—ko s fi(t—t) 6_4D3’i(t_t’)
¢korti - (4.3)
(47TDB,Z'(t - t'))

Ahora bien, la dependencia de [B;](r,t) con {[Ca®*"]|(r',#')} es de memo-
ria “finita” tanto en el espacio como en el tiempo: [B;](r,?) depende més
fuertemente de [Ca®*](r’,#') en puntos cercanos, r’ ~ r, y tiempos préximos,
t' ~ t, que de los més distantes. Esto se debe a la naturaleza disipativa de las
ecuaciones de evolucion y al acoplamiento espacial difusivo. Se refleja en las
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exponenciales decrecientes que aparecen en (4.2) y en (4.3), que son méaximas
parat =t y r =r'. Esta “memoria finita” se translada a la dependencia de
M con {[Ca®*](x',t')}. Si esta dependencia es sélo relevante en vecindades
suficientemente pequenas (tanto en el espacio como en el tiempo), entonces,
usando una expansion de Taylor, podemos escribir a todas las concentraciones
[B;](r,t) en términos de [Ca?**](r, t) y derivadas de [Ca?*] de bajo orden en el
espacio y el tiempo, calculadas en (r,t). Andlogamente, la suma de términos
M(r,t) = >, Ri + g([Ca*"]) que entra en la Ec. (1.2), también podrd ser
escrita en términos de [Ca®T|(r,t) y sus derivadas. Si suponemos que todas
las soluciones de interés tienen simetria esférica, entonces las derivadas de
[Ca?T] de orden mé&s bajo compatibles con esta simetria son |V[Ca?t]? y
V2[Ca?*]. Es decir, podemos suponer que

0[Ca’T]
ot
donde g, f, h y k son funciones de [Ca®*].

M=>g + fV2[Ca®*T) + h|V[Ca?*t]* + F, (4.4)

4.3 Probando la aproximacion

Aqui evaluamos hasta qué punto el ansatz (4.4) es capaz de capturar la
evolucion dinamica de la concentracion de calcio debida a aquellos proce-
sos intracelulares que tipicamente estan pobremente caracterizados y que
incluimos en M. A tal fin, consideremos que la evolucién de la concentracion
de calcio inmediatamente después de que el ingreso de Ca?* al citosol se ha
detenido. Asi, la ecuacién de evolucién, Ec. (1.2) estd determinada por los
términos “desconocidos” que agrupamos en M, més la difusiéon. Considerando
que M puede aproximarse con el ansatz (4.4), la Ec. (1.2) puede reescribirse
como:

o[Ca**

7[ 862 ] = f*V?[Ca**] + h*|V[Ca®T]|* + k¥, (4.5)
donde f*= (f+ D¢a)/(1—g), * =h/(1—g) vy k* = k/(1 —g). De ahora en
mas, en este capitulo, vamos a omitir los asteriscos de las funciones f*, h* y

k* para simplificar la notacion.

4.3.1 Coémo obtener las funciones f, h y k

Aqui describimos brevemente cémo determinar las funciones f, h, y k de la
Ec. (4.5), a partir de la distribucién espacio-temporal de la concentracién de
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calcio, [Ca*™](z,t) (x es la coordenada espacial utilizada en los ejemplos de
este capitulo, corresponde a la coordenada radial en el caso de los experimen-
tos que analizaremos en el Capitulo 5). Tanto a partir de simulaciones numéri-
cas, como se hara en este caso, como a partir de experimentos reales, como
se verd en el Capitulo 5, es posible obtener [Ca®"] en funcién del espacio y el
tiempo. Partiendo de [Ca?*](x,t), se calculan las derivadas espaciales y tem-
porales que indica el ansatz (4.5). En los ejemplos de este capitulo, lo hacemos
con los resultados de las simulaciones numéricas. La derivacién numérica in-
troduce errores, no discutiremos este aspecto aqui, recomendamos al lector
interesado recurrir al Capitulo 5. Una vez calculadas las derivadas, tenemos
[Ca?*], 9[Ca*T]/0t, 0|Ca*']/0x, y 8*[Ca®T]/0z?, para cada punto espacio-
temporal, (z,t). Podemos, entonces, hallar Capey = méx(,y[Ca’*](z,t) y
Camin = ming, 4 [Ca®t](z,t), y particionar el intervalo [Capmin, Ctimeg] €n un
nimero finito de valores de [Ca®"|. Luego, determinamos todos los puntos,
¢ = (z,t), tales que [Ca?T]((;) estdn en el i-ésimo compartimiento de [Ca®'].
Tenemos, entonces, tantas ecuaciones de la forma (4.5) por compartimiento,
como puntos en el mismo, ;. A partir de este sistema sobredeterminado, es
posible obtener las funciones f, h y k para el conjunto discreto de valores de
la concentracién de calcio en los cuales dividimos el intervalo [Ctin, Ctmaz]-
Una vez hecho esto, podemos interpolar este conjunto de valores discretos por
funciones suaves f, h y k. Dado que necesitamos determinar tres funciones
desconocidas, necesitamos por lo menos tres puntos, (;, por compartimiento.
Sin embargo, el método funciona mejor si el sistema estd sobredetermina-
do. Esto impone ciertas restricciones en la eleccion del tamano del compar-
timiento. Tipicamente, trabajamos con aproximadamente 10 puntos, (;, por
compartimiento de [Ca?*]. De este modo, el método ha funcionado satisfacto-
riamente con nuestras simulaciones numéricas. En el Capitulo 5 describiremos
este proceso con mucho mas detalle, tanto en el caso de datos simulados como
en el de datos experimentales.

4.3.2 Pruebas numéricas

Para averiguar la validez de esta aproximacién, consideraremos ahora que,
luego de su liberacion, el calcio difunde en presencia de un tnico buffer, B, y
bajo el efecto de una bomba descripta por la Ec. (1.6) con m = 3,9 [Soeller
and Cannell, 2002].

Para determinar si las Ecs. (1.2)-(1.3) y la Ec. (4.5) pueden predecir
distribuciones espacio-temporales similares para [Ca®"], realizamos dos tipos
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de simulaciones numéricas de las Ecs. (1.2)-(1.3), en una dimensién espacial.
La primera, con un buffer rdpido de pardmetros ko, = 100 pM~s™!, kopp =
1000 s7', Dp = 50 pym?s™" y [B]r = 114 uM y una bomba con k; =
50,0 uM sty ko = 0,184 uM, y la segunda con un buffer lento de pardmetros
kon = 1,5 uM~'s™h kopp = 0,3 s71, Dp = 50 um?s™" y [Bly = 40 uM y
una bomba con k; = 10,0 uMs™! y ky = 0,184 puM. Para ambos conjuntos
de simulaciones, utilizamos D¢, = 225 pm?s™!, y un perfil inicial gaussiano
para Ca*" (mdximo [Ca?*] = 1,78 uM y ancho= 5 um en el caso del buffer
rdpido y méximo [Ca?T] = 2,55 uM y ancho= 10 um en el caso del buffer
lento) superpuesto a un fondo uniforme ([Ca®T| = 0,1 uM). Este perfil inicial
se encuentra en equilibrio con el buffer en el caso del buffer rapido. Para el
buffer lento, s6lo el fondo se halla en equilibrio con el buffer.

El objetivo aqui es determinar si existen funciones f, g, y h tales que
la evolucién espacio-temporal de [Ca?"] dada por las Ecs. (1.2)-(1.3) puede
también ser descripta por una ecuacién cerrada de la forma (4.5). En el
caso del buffer rapido, esperamos que esto sea posible, dado que, de acuerdo
a la aproximacién de buffers rapidos [Wagner and Keizer, 1994, Strier and
Dawson, 2000] y tal como ya hemos mencionado, las Ecs. (1.2)-(1.3) pueden
reducirse a la Ec. (4.5) con:

f = B(Dca+7vDg), (4.6)
h = —28yDgp/(K4+ [Ca®)), (4.7)
k = _ﬁquptakea (48)

donde 7' = 1+ K4B]r/(Kq + [Ca*t])?, v = K4 Blr/(Kq + [Ca®T])? y
K4 = kosp/kon. Esta aproximacion falla en el caso de buffers lentos. Sin
embargo, mostraremos aqui que, ain en ese caso, existen funciones f, h, y
k que hacen que la evolucién dada por (1.2)-(1.3) pueda ser calculada en la
forma cerrada (4.5). Para realizar estos andlisis, resolvemos las Ecs. (1.2)-
(1.3) y luego aplicamos un procedimiento de ajuste tendiente a determinar
las funciones f, h, and k, tal como ya hemos explicado.

En la Fig. 4.1 presentamos los resultados obtenidos en el caso del buffer
rapido. En este caso, la evolucién es correctamente descripta por la aprox-
imacién de buffers rdpidos, tal como se observa en la Fig. 4.1 (a), donde
mostramos la concentracién de calcio libre obtenida para varios tiempos me-
diante simulaciones numéricas de las Ecs. (1.2)-(1.3) (lineas cortadas) y uti-
lizando la aproximacién de buffers rapidos (linea llena). El procedimiento de
ajuste da por resultado funciones f, h, y k£ que estan de acuerdo con aquellas
dadas por esta aproximacién, como se observa en las Figs. 4.1 (b)—(d), donde
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Figura 4.1: Simulaciones con un buffer rdpido. (a) Perfiles de la concen-
tracion de calcio para tiempos ¢t = 0, ¢ = 0,0013s, ¢ = 0,0025s y ¢t = 0,01255,
obtenidos resolviendo las Ecs. (1.2)-(1.3) (lineas cortadas) y la ecuacién cer-
rada, Ec. (4.5), obtenida en la aproximacién de buffers rdpidos (lineas llenas).
(b)—(d) Versién discreta de las funciones f, h y k (circulos) obtenida del pro-
cedimiento de ajuste (ver Sec. 4.3.1) y las funciones suaves de la aproximacién
de buffers répidos (lineas llenas).

graficamos las discretizaciones de las funciones f, h y k£ que da el proced-
imiento de ajuste (circulos) y las funciones que predice la aproximacion de
buffers rapidos (lineas llenas).

En la Fig. 4.2 presentamos los resultados obtenidos en el caso del buffer
lento. Como antes, mostramos en las Figs. 4.2 (a)—(c) discretizaciones de las
funciones f, h y k, obtenidas a través del procedimiento de ajuste (circulos)
y funciones suaves que aproximan razonablemente bien esas discretizaciones
(lineas llenas). Utilizando esas funciones suaves, integramos la Ec. (4.5), obte-
niendo una evolucién para la concentracién de calcio que es muy similar a la
que se obtiene con el conjunto completo de ecuaciones, como se indica en la
Fig. 4.2 (d). En esta figura graficamos la concentracién de calcio libre obteni-
da para varios tiempos mediante integracién numérica de las Ecs. (1.2)-(1.3)
(lineas cortadas) y la Ec. (4.5) (lineas llenas), utilizando las funciones suaves
de las Figs. 4.2 (a)-(c).
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Figura 4.2: Simulaciones con un buffer lento. (a)—(c) Versién discreta de las
funciones f, h and k (circulos) obtenida del procedimiento de ajuste (ver
Sec. 4.3.1) y la funciones interpolantes suaves (lineas llenas). (b) Perfiles de
la concentracién de calcio para tiempos ¢ = 0, £ = 0,006s, t = 0,012s y
t = 0,018s, obtenidos resolviendo las Ecs. (1.2)-(1.3) (lineas cortadas) y la
ecuacion cerrada, Ec. (4.5), con las funciones suaves f, h y k de (a)—(c).
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4.4 Discusion

Estas pruebas nos muestran que los términos de interaccién con buffers tanto
rapidos como lentos pueden ser re-escritos como funciones de la concentraciéon
de Ca?" y de sus derivadas. Lo que vamos a suponer de ahora en més es que
la forma funcional en la que depende M de [Ca®*] y sus derivadas no depende
fuertemente de la condicién inicial, sino que esta principalmente determinada
por los parametros que caracterizan a las reacciones con los buffers y al
proceso de recaptura contenidos en el término M. Es de esperar que esto se
cumpla, al menos luego de un transitorio, dada la naturaleza disipativa de las
ecuaciones. Ahora bien, nosotros vamos a ir mas alla y vamos a suponer que
la forma funcional de M persiste atin cuando haya otros procesos actuando
sobre la dindmica del calcio citosélico, en particular, corrientes de Ca?* que
ingresan al citosol o la presencia de buffers exégenos como el fluordsforo.
Es decir que el término M en la Ec. (1.2) (M estd dado por la Ec. (4.1))
puede ser reemplazado por una expresién de la forma de la Ec. (4.4) donde
las funciones ¢, f, h y k son independientes de (Q¢,, 1o que permite pasar
de N+1 ecuaciones de movimiento a una sola. Por otro lado, si se agrega
un buffer adicional al sistema (por ejemplo, un fluorésforo) cuya reaccién no
estd contenida en M, vamos a suponer M no se ve alterado y que, por lo
tanto, la descripcién del sistema esta dada por:

24

% = M + QCa + DCaV2[0a2+] + RF, (49)
B

% = —RF + DB,FV2[CG,BF], (410)

donde Ry es el término de reaccién con el fluorésforo. Este es el supuesto
basico del algoritmo que presentamos en el capitulo siguiente para determi-
nar corrientes de Ca?* a partir de im4genes de fluorescencia. De este modo
superamos la limitacién del Capitulo 2 (en donde todos los pardmetros de la
descripcién dependian de la corriente de Ca?™).



Capitulo 5

Usando la ecuacién cerrada
para el transporte de Ca?t para
determinar los flujos de Ca?™"
en imagenes de fluorescencia

5.1 Resumen

Los experimentos 6pticos con indicadores fluorescentes permiten tener una
idea de la dindmica espacio-temporal del calcio citosélico. Sin embargo, re-
sulta dificil inferir cudl es la magnitud y el curso temporal de las corrientes
de Ca?" que generan una dada imagen, dado que la distribucién de Ca?*
ligado al indicador fluorescente es afectada por varios procesos enddgenos
pobremente caracterizados. Numerosos métodos han sido propuestos con an-
terioridad para derivar el flujo de Ca%* a partir de imégenes fluorescentes,
pero todos ellos requieren un modelo detallado al estilo del presentado en el
Capitulo 3. En este capitulo presentamos un algoritmo novedoso, basado en el
enfoque del Capitulo 4. Probando el algoritmo tanto con datos de “imagenes”
generadas numéricamente, como con imagenes experimentales de “sparklets”
resultantes del flujo de Ca?* a través de canales voltaje-dependientes en ovoc-
itos, mostramos que el mismo reconstruye satisfactoriamente la magnitud y
el curso temporal de las corrientes de Ca?* subyacentes.

84
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5.2 Introduccion

Varios métodos para estimar los flujos de liberacién de Ca?* han sido pre-
sentados en la literatura; especialmente en el caso de sparks, que es el equiv-
alente del puff pero en misculo cardiaco, esquelético y liso. Como se describe
en [Rios and Brum, 2002], pueden ser clasificados en dos categorias.

1. Célculos del tipo “forward’, en los cuales se simula numéricamente
un modelo para la dindmica del Ca’* intracelular y, luego, las “imagenes
fluorescentes” que dicho modelo produce son comparadas con observaciones
experimentales (ver, por ejemplo, [Smith et al., 1998, Baylor et al., 2002, Izu
et al., 2001]).

2. Calculos del tipo “backward’, en los cuales, empezando de una dada
imagen, se computa la corriente de Ca*" subyacente (ver, por ejemplo, [Blat-
ter et al., 1997, Rios et al., 1999, Rios and Brum, 2002, Soeller and Cannell,
2002)).

Cualquiera sea el enfoque, todos estos métodos requieren un modelo para
la dindmica del Ca?* citosélico. M4s atin, se necesitan datos cuantitativos
acerca de la cinética y las concentraciones de buffers endégenos y bom-
bas [Smith et al., 1998, Izu et al., 2001, Rios and Brum, 2002, Soeller and
Cannell, 2002, Blatter et al., 1997, Lukyanenko et al., 1998, Rios et al., 1999];
en muchos casos, éstos han sido obtenidos a partir de estudios experimen-
tales independientes, y, en menor medida, a partir del ajuste de parametros
del modelo que den el mejor acuerdo con las observaciones [Blatter et al.,
1997, Timmer et al., 1998]. En la mayor parte de los tipos celulares, sin em-
bargo, la caracterizacién de los buffers de Ca?" intracelulares es mucho menos
completa que en las células musculares, de modo que estos enfoques no son
aplicables en forma general.

Proponemos aqui, un algoritmo novedoso, independiente del modelo, para
obtener los flujos de liberacién de Ca?t a partir de imigenes intracelulares
de fluorescencia. El método se basa en el enfoque presentado en el Capitu-
lo 4 y es aplicable cuando la liberacién de Ca?* estd claramente localiza-
da en el espacio y el tiempo. Sélo necesita informacion a priori sobre los
parametros cinéticos y de difusién del colorante, y requiere ciertas hipdtesis
geométricas que permiten extrapolar informacién del “barrido lineal” del
microscopio en informacién en todo el espacio. No necesita, sin embargo,
ninguna informacién previa acerca de buffers endégenos, bombas o pérdi-
das presentes en el sistema experimental. El concepto subyacente es que las
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series espacio-temporales de concentracién de Ca?* tienen inherentemente
informacion sobre cémo estos numerosos procesos afectan su evolucién, una
idea que proviene de la teoria de andlisis de series temporales [Packard et
al., 1980, Mindlin et al., 1990, Gouesbet, 1992, Mindlin et al., 1998]. En este
capitulo presentamos una descripcion detallada del algoritmo, y estudiamos
su validez probandolo tanto con “iméagenes” generadas numéricamente como
con senales fluorescentes adquiridas experimentalmente con un microscopio
confocal, que representan imégenes del flujo de Ca?* a través de canales
unicos voltaje-dependientes expresados en ovocitos de Xenopus.

5.3 Meétodos

5.3.1 El algoritmo: Hipo6tesis basicas

Las imégenes de fluorescencia brindan informacién sobre la distribucién de
Ca?* ligado al colorante, [CaBr]. Dado que estamos interesadas en imagenes
obtenidas en ovocitos, consideramos que el colorante sélo reacciona con Ca?*t
de acuerdo al siguiente esquema cinético:

on,F

k
Cd** + Bp k?F CaBrp, (5.1)

donde konr ¥ kogpr son las constantes cinéticas a partir de las cuales se
obtiene la constante de disociacién, Kqp = kosf,r/kon,r- Consideramos que
el mismo esta inicialmente distribuido uniformente en el espacio, que no hay
fuentes o sumideros de colorante durante el curso temporal del experimento y
que su coeficiente de difusién no cambia cuando se le liga Ca?*. Entonces, la
ecuacién de evolucién para [CaBy| estd dada por la Ec. (4.10). De ahora en
adelante, para simplificar la notacién omitiremos el subindice F' al referirnos
al indicador fluorescente y a sus constantes cinéticas.

Podemos calcular las derivadas temporal y espacial de [CaB] a partir
de los datos experimentales. En esta seccidon consideraremos que las mismas
pueden ser calculadas con perfecta precisién y discutiremos sus errores mas
adelante. Ahora, las imédgenes de barrido lineal sélo contienen datos en una
dimensién espacial, z. Consideramos, entonces, que la liberacién de Ca’*t
tiene simetria esférica (esto se satisface, en particular, si la liberacién ocurre
sobre una regién muy pequefia que puede ser tratada como puntual) y que no
hay nada mas alrededor capaz de romper esta simetria. Con estas hipotesis,
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la solucién siempre tiene simetria esférica, (i.e., s6lo depende del tiempo y
de la distancia, r, desde el sitio de liberacién). Si la linea de barrido del mi-
croscopio pasa sobre el centro de la regién de liberacién, podemos calcular
V2[CaB] utilizando sélo la informacién a lo largo de la direccién z. Luego
analizaremos qué sucede si la linea de barrido no pasa exactamente por el
centro del sitio de liberacién. Calculando VZ[CaB] y 9[CaB]/0t, podemos
obtener de la Ec. (4.10) el valor de R para todo punto en el espacio y el
tiempo. Usando la Ec. (1.4), obtenemos la serie espacio-temporal de la vari-
able de interés, [Ca®T|. Hasta este punto, nuestro método es similar a algunos
anteriores [Blatter et al., 1997]. Es también similar al método recientemente
propuesto en [Soeller and Cannell, 2002], aunque difiere de él en el hecho de
que aqui consideramos que el colorante sélo reacciona con Ca?*.

Luego de su liberacién, el Ca?t difunde, reacciona con buffers y es recap-
turado por diferentes bombas. De todos estos procesos, queremos seleccionar
tres; conocemos detalles de dos de ellos, la reacciéon con el colorante y la
difusién; el tercer proceso es aquél que buscamos calcular, la fuente de Ca?",
Qcq. De esta manera, escribimos la ecuacién de evolucién para Ca?t como:

B]Cat]
ot

donde D¢, es el coeficiente de difusién libre para Ca?™ (~ 220um?/s [Allbrit-
ton et al, 1992]) y el término M representa la suma de todos los procesos
cuyos detalles son vagamente conocidos en cada experimento, que usualmente
dependen de las particularidades de la célula que esta siendo observada.

= R+ D¢, V*Ca*' |+ M + Qca, (5.2)

Siguiendo el planteo del Capitulo 4, supondremos que M puede ser aprox-
imado por un ansatz de la forma de la Ec. (4.4). Aun si insertamos la Ec. (4.4)
en (5.2), la Ec. (5.2) conserva la incégnita que queremos determinar: la fuente
de Ca%t, Q¢,. El hecho de que la liberacién de Ca?* sea localizada en el espa-
cio y el tiempo implica que ()¢, se anula lejos de la fuente y en todo punto del
espacio donde cese la liberacién de Ca?*. Asi, hay puntos dentro del registro
experimental donde )¢, = 0 y M es, entonces, el tinico término incégnita
de la Ec. (5.2). Utilizando el ansatz de la Ec. (4.4), podemos obtener aprox-
imaciones numéricas para las funciones desconocidas g, f, h y k, a partir de
los puntos del registro para los cuales )¢, = 0. Una vez obtenidas estas fun-
ciones, conocemos M como funcién de [Ca?*] y sus derivadas. Por lo tanto,
el tinico término desconocido de la Ec. (5.2) es ahora Q.. Entonces, calcu-
lando las derivadas espaciales y temporales que se necesitan, en los puntos
donde Q¢, # 0, podemos obtener @, a partir de (5.2), simplemente haciendo
Qco = —R— D, V?[Ca*t] — M + 9[Ca®"]/0t. En este método estd implicita
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la hipétesis de que el modo en el cual los “otros procesos” afectan el compor-
tamiento espacio-temporal de [Ca®"], pueden ser escritos uniformemente a
través del citosol como funcién de [Ca?*] y sus derivadas. Esto es equivalente
a decir que la distribucién de bombas y las concentraciones totales de buffers
son uniformes en el citosol. Estas hipOtesis estan siempre presentes en los
métodos de tipo “backward” utilizados para obtener la corriente de Ca?* a
partir de imagenes fluorescentes.

5.3.2 El algoritmo: Implementacién numeérica

Describimos ahora el algoritmo que hemos desarrollado siguiendo las ideas
expuestas en la secciéon previa. Tiene seis pasos principales que son ilustra-
dos en la Fig. 5.1. Las imagenes en la Fig. 5.1 corresponden a “experimentos
generados numéricamente” obtenidos simulando las Ecs. (1.2)-(1.3) con una
fuente de la forma (2.4), con Ry = 0,15 pm, t; = 3ms y t4 = 10ms. El
“experimento” en las figuras superiores tiene I, = 0,1pA y el de las figuras
inferiores, I, = 0,3pA.

Paso 1: Obtencion de [CaB| a partir de los datos de fluorescencia.

Consideramos que existe una relacion lineal entre la fluorescencia, F', y
[CaB] de la forma

F(zjty) 1
[CaB)(z;, t) = [Blr—g=2——r T (5.3)
Frin

siendo F'(z;,1x) la fluorescencia en el pixel (j, k), de coordenadas z; = jAx
y tp = kAt, donde Az y At son las resoluciones espacial y temporal del ex-
perimento, respectivamente, y la coordenada x es la distancia a lo largo de la
linea de barrido. F,;, v Finasz son los valores minimo y maximo de fluorescen-
cia correspondientes a tener el colorante libre de Ca%* o saturado con Ca?*,
respectivamente. El cociente F,,q,/ Finin puede ser determinado a priori, para
cada condicién experimental. La informacién significativa estd contenida en
los puntos con x > 0 6 con z < 0, siendo el punto x = 0 el que coincide
con el centro de la fuente. Asi, hay informacién redundante si la hipétesis de
simetria esférica es correcta. Promediamos, entonces, la informacion en cada
punto z > 0 con la informacién del valor negativo correspondiente (z < 0) y
trabajamos con la mitad de la imagen de la senal .
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La Fig. 5.1 A muestra la evolucién espacio-temporal de la fluorescencia,
como se obtiene tipicamente en imagenes de barrido lineal, para dos experi-
mentos numéricos. La Fig.5.1 B presenta la distribucién, [CaB], calculada a
partir de la Ec. (5.3) usando la distribucién de fluorescencia de la Fig. 5.1 A
luego de tomar el promedio de F' en méas y menos x, para cada x. Utilizamos
una escala de colores para cuantificar los valores de concentracién: rojo cor-
responde a las concentraciones mas altas mientras que azul corresponde a
concentraciones basales.

Paso 2: Obtencion de la concentracion de calcio libre.

Una vez obtenida [CaB], calculamos le término de reaccién R a partir de
la Ec. (4.10):
0|CaB]

R = DV?[CaB] — o (5.4)
[Ca?*](r,t) es calculado usando las Ecs. (1.4) y (5.4):
(Ca?*] = kors[CaB] — R (5.5)

kon([Blr — [CaB])

Notar que la Ec. (5.5) contiene un término de la forma ([B]y — [CaBl]) en el
denominador. Por lo tanto, el método funcionara si ese término es lejano a
cero, condicién que se satisface cuando el colorante no estd saturado. Esta es
exactamente la condicion bajo la cual se realizan estos experimentos épticos:
se evita la saturacion del colorante de modo de seguir, tanto como sea posi-
ble, los cambios en [Ca®"] (comparar, por ejemplo, el valor maximo de [CaB]
en las Figs. 5.1 y 5.7, con la concentracién total de colorante, [B|r = 40uM).
Notar también que obtener R y [C'a*'] implica realizar derivadas numéricas
con respecto al tiempo y al espacio. Dado que la diferenciaciéon numérica es
muy sensible al ruido en la senal de entrada, se pueden utilizar filtros para
minimizar la amplificacién del ruido. Como se ha explicado anteriormente,
para el calculo del Laplaciano consideramos simetria esférica alrededor del
centro de la fuente.

Paso 3: Obtencion de M lejos de la fuente.
Utilizando la Ec. (5.2), se determina M (, t) localmente en regiones apartadas

de la fuente de Ca?*, i.e., donde Q¢, = 0. La regién grillada que se muestra
en la Fig. 5.1 D, representa la region donde consideramos que no hay fuente.
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Asi, para los puntos dentro de esta zona tenemos:

o[Ca?*]

M =
ot

— R — D¢, V?[Ca®™]. (5.6)

En el caso de la Fig. 5.1 sabemos que la fuente de Ca?" se extiende sobre
una region de radio 0,15 pym, se enciende en t = 3 ms y permanece encendida
10 ms. Sin embargo, para datos experimentales, en este punto es necesario re-
alizar estimaciones a priorisobre la distribucion espacio-temporal de la fuente
de liberacion, ya que en general no se conoce la morfologia precisa de la mis-
ma. En estos casos, descartamos una regién del registro espacio-temporal que
sobreestima el tamafo tipico de la fuente y su duracién, tratando de conser-
var suficientes datos, en las regiones grilladas, con concentraciones diferentes
a la basal. Si hay Ny, puntos dentro de las regiones grilladas, tenemos N
igualdades de la forma (5.6) a partir de las cuales podemos obtener M en
funcién de (r, t) para valores de r y ¢ tales que Qcq(r,t) = 0. Como se explica
en el siguiente paso, N, debe ser relativamente grande para que el algoritmo
funcione.

Paso 4: Compartimentalizacion de los valores de [Ca*T] alcanzados en una
serie de experimentos.

El paso anterior da M en funcién de (r,t) para valores de r y ¢ tales
que Qcq(r,t) = 0. Sin embargo, necesitamos M en funcién de [Ca**] y sus
derivadas, de modo de poder usar el ansatz (4.4) para determinar las cuatro
funciones (de [Ca?"]) incégnitas, f, g, h y k. A tal fin, identificamos los
valores minimo y méximo de [Ca?"], [Ca?t]in v [Ca® ] 1nae, que se alcanzan
en regiones con (Qc, = 0, para el conjunto completo de experimentos que
vamos a utilizar (todos los puntos en las regiones grilladas de la Fig. 5.1 D).
Luego, dividimos el intervalo [[Ca?T|,n, [Ca?"],14z] €n un conjunto finito de
valores. Asi, definimos un vector de valores de concentracién de Ca? libre:

C; = [Ca® |min + AC,  1<i<n, (5.7)

donde AC = ([Ca®|maz — [Ca®T|min) /n y 1 es el nimero de divisiones en los
valores de [Ca®T] que consideraremos. Luego determinamos todos los pun-
tos, (jx(Ci) = (rj,te)(C;), en las regiones grilladas de las iméagenes tales que
C; <[Ca¥|(r;,tx)(C;) < Ciy1. Claramente, hay mds de un dato, (;x(C;),
para cada valor de Cj. Esto se ilustra en la Fig. 5.1 F, donde graficamos el
nimero total de puntos de grilla, N, (provenientes de todos los experimentos
que estan siendo utilizados) cuyos valores de [Ca?*] estdn contenidos en la
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divisién de concentracion, C'. Cuando C' aumenta, N disminuye significati-
vamente. En particular, N(C) > 4, de modo de poder aplicar el algoritmo.
Por lo tanto, se descartan todos los valores de C tales que N(C) < 4. La
flecha en la Fig. 5.1 F indica este corte y el detalle en la figura muestra una
ampliacion de la misma alrededor del valor de corte en este ejemplo. Como
se describird luego en mas detalle, el valor de AC' debe ser elegido de forma
de garantizar la aplicabilidad del algoritmo para un rango considerable de
valores de [Ca?*].

Paso 5: Obtencion de las funciones g, f,h y k.

La divisién de los valores de [Ca®"| reduce las funciones f, g, h y k a
vectores definidos por: f; = f(C;), ¢ = 9(Cy), hi = h(C), ki = k(C;),
1 < ¢ < n. Por lo tanto, ahora buscamos aproximaciones a esos vectores.
Para cada valor de C}, tenemos tantas versiones “compartimentalizadas” de
la Ec. (4.4) de la forma:

2+
M(Cir(Ci)) = gi% lG.e(co) + iV2Ca* g, e + Rl VICA®TZ ey + i
(5.8)
como puntos (j(C;). Las tnicas incégnitas en la Ec. (5.8) son fi, gi, hs, ki,
1 < < n. Asi, para determinar sus valores necesitamos por lo menos cuatro
puntos, (;x(C;) para cada i, 1 < ¢ < n. Esto impone algunas restricciones
en los valores permitidos de AC. Elegimos AC' de modo que el sistema (5.8)
esté sobredeterminado (el nimero de datos, (;x(C;) > 4, para cada ). De
este modo, f;, gi, h; v k; pueden ser encontrados utilizando técnicas standard
de minimizacién o de “singular value decomposition” (ver Apéndice de este
capitulo). Una vez encontrados g;, f;, h; y k;, se realiza un ajuste global de
la dependencia de cada funcién con [Ca?*] (Fig. 5.1 F). A tal fin, utilizamos
redes neuronales que proveen un ajuste no lineal en términos de tangentes
hipérbolicas. Esto nos permite interpolar los valores de M para cualquier
concentracién de Ca?' dentro del rango [Cruin, Cinaz]- Como se explicard en
la seccién de Resultados, al trabajar con registros de experimentos reales,
una proporcién muy pequeiia del registro tiene valores de [Ca®T] que estan
mas alla de C,,,4; y son utilizados sélo para la estimacién de las funciones f,
g, hyk.

Paso 6: Reconstruccion de la liberacion de calcio.

Finalmente, una vez conocidas las funciones g, f, h y k, es posible calcu-
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lar M para cualquier punto espacial y cualquier tiempo utilizando la Ec. (4.4),
atin donde y mientras hay liberacién, dado que tanto [Ca?*] como sus derivadas
espaciales y temporales son conocidas para todo punto, (r,t). Ahora, en un
dado experimento, [Ca®"| serd mayor en la regién con Qc, # 0 que en la
region donde no hay fuente. Sin embargo, la “tabla” de valores de M como
funcién de [Ca®*| y sus derivadas, es obtenida en la regién con Q¢, = 0.
Si utilizamos datos de un experimento con un sélo evento de liberacion, no
tendremos informacién directa de los valores de M para los valores de [Ca?"]
més grandes que ocurren en la regién con ()¢, # 0. Una posibilidad para
superar esta dificultad es extrapolar las funciones, f, g, h y k, para obten-
er estimaciones de sus valores para estos valores altos de [Ca?*], utilizando
las expresiones obtenidas para concentraciones menores. La otra posibilidad
es determinar estas funciones utilizando varias regiones espacio-temporales,
provenientes tanto de diferentes sitios de liberacion como de diferentes ex-
perimentos realizados en la misma célula (como se ilustra en la Fig 5.1 A,
donde la imagen superior corresponde a una corriente de Ca?* menor y la
imagen de mds abajo, a una corriente mayor). De este modo, la informacién
que proviene de la region alrededor del sitio con la mayor liberacién, serd uti-
lizada sélo para determinar g, f, h y k. El algoritmo serd entonces aplicado
para obtener el flujo en las regiones con menor liberacién. Seguiremos prin-
cipalmente el dltimo enfoque. Asi, no podemos obtener una estimacion de
la corriente de Ca?" subyacente en el sition de mayor liberacién. Como se
discute en el Apéndice de este capitulo, obtuvimos mejores estimaciones de
la corriente fijando f = g = h = 0 durante toda la reconstruccién y usando
s6lo k # 0. Todas las figuras de este capitulo, excepto la Fig. 5.1, fueron
realizadas de esta manera.

Una vez que tenemos M para todo (r,t) para un experimento particular,
podemos volver a la Ec. (5.2) y resolver para Qcq:

_ O[Ca*"]
Ot

La Ec. (5.9) da la distribucién de la fuente en el espacio y el tiempo en
unidades de concentracién por unidad de tiempo, por ejemplo, uM/s (Fig. 5.1
G). Integrando Q)¢ sobre el volumen sobre el cual no es despreciable, pode-
mos también obtener el niimero de iones de Ca?* que entran en la regién por
unidad de tiempo, lo cual puede ser expresado como una corriente eléctri-
ca, Icq, usando la informacién conocida sobre la carga del ion. Si Qcq(r, )
estd en uM /s, entonces la corriente serd obtenida, en pA, como:

Qca — R — D¢, V?[Ca®] — M. (5.9)

Ica(t) = ’y/ Qca(r, t)4mridr, (5.10)
0



5. Usando la ecuacién cerrada para el transporte de Ca?* para determinar
los flujos de Ca?" en imdgenes de fluorescencia 93

Bstepl Cstep?2

5mS E E H

o, -:I e =

t 15 (UM) 36 67(HM) 0 27(MM) o

o Fstep 5 G step 6

Estep 4
4x10°
3 ] 200
100
z2 01 1.5 2 25
C (uM)
1 |
Qg 2
C (u™M)
21 2 2+ QCa 3.8
[C"] (um) TG G | o

Figura 5.1: Esquema de los pasos principales del algoritmo. (A) Gréfico
espacio-temporal de la distribucién de fluorescencia de los dos experimentos
(generados numéricamente) con los cuales trabajaremos. (B) y (C) [CaB] y
[Ca?*] con las mismas escalas espacio-temporales de (A). (D) Como (C) pero
con una grilla superpuesta en las regiones donde Q¢, = 0. (E) Numero de
puntos, (r;,t;), en las regiones grilladas de (D) en funcién de C;. (F) Fun-
ciones g (sin dimensiones), f (en unidades de um?/s), h (en unidades de
pum?/(uMs)) y k (en unidades de pM/s), en funcién de [Ca?*]. Los circulos
corresponden a las soluciones que minimizan la funcién de mérito (5.23) para
cada valor segmentado de [Ca?*] (ver Apéndice ). Las curvas suaves corre-
sponden a ajustes de los circulos, usando polinomios de grado 5. (G) Gréfico
espacio-temporal de ¢, para el experimento de arriba en (A).
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donde v = 1,92 x 10™*pC/um? y elegimos 7souree(t) de modo que

(1+C)TSOHTCB Tsource
/ Qca(r, t)ridr < li/ Qca(r, t)rdr, (5.11)
Tsource 0

con ( = 0,5, and kK = 0,3.

5.3.3 Simulaciones numéricas

La mayor parte de las simulaciones numéricas que utilizamos para probar
la habilidad del método de reconstrucciéon corresponden a un modelo con
Ca?*, colorante y un buffer extra. Es decir, resolvemos las Ecs. (1.2)-(1.3)
con N=2y ¢, dado por la Ec. (1.6), usando diferencias finitas en una grilla
con simetria esférica, con pasos espacial y temporal de 0,01 ym y 1077 s,
respectivamente. Los pardmetros del modelo estan listados en la Tabla 5.1
(donde B corresponde al colorante, fluo-4 dextran y F, al buffer extra que
es EGTA). Para algunos experimentos numéricos utilizamos ¢e,, = 0. El
sistema simulado no es un modelo realista de la dindmica del Ca?* dentro
de la célula, pero resulta util para probar el algoritmo. Para el término de
liberacién de Ca?t, Q¢,, consideramos que es distinto de cero en una esfera
de radio Ry (0,15 um< R; < 1,0um en las distintas simulaciones numéricas).
El curso temporal de la liberacién de Ca?* es, o bien un escalén “cuadrado”
como el de la Ec. (2.4) o bien un escalén con caida exponencial:

alc, Si7”<RfytS<t<t5+td,
QCa = alc, exp (—M) sir< Rf yi>1t,+ g, (512)
0 otro caso

donde o = 5,2 x 103,uMum3/(§7rR§pC’), de modo que @, estd en uM/s e
I, en pA. Todas estas simulaciones fueron iniciadas con una distribucion
uniforme para todas las especies en equilibrio con la concentracién basal de
Ca?* de 50 nM.

En condiciones ideales, los registros de fluorescencia (generados numéri-
camente) no contienen “blurring” y representan mediciones tomadas justo
sobre el centro del sitio de liberacién. El concepto de blurring significa la
degradacion de una imagen, que puede estar causada por diferentes factores,
entre ellos por el hecho de que cada punto de una imagen contiene luz de re-
giones vecinas. En los experimentos reales con los que hemos trabajado, cada
punto de la imagen contiene luz proveniente de una region cuyas distancias
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caracteristicas, medidas como ancho completo para altura mitad (FWHM),
son de Az, ~ 300nm sobre el plano focal y A, ~ 500 —700nm en la direccién
perpendicular al plano focal, z. Por otro lado, el sistema de adquisicion de
datos impone limitaciones sobre la frecuencia con que pueden tomarse los
registros: la separacién espacial entre dos puntos experimentales sucesivos es
de ~ 150nm. Para estudiar la influencia de la resolucién finita del microsco-
pio y del proceso de adquisicién de datos, se le aplicé un “coarse-graining”
a las senales simuladas numéricamente. Computamos una fluorescencia con
“coarse-graining”, F', a partir de la que tiene buena resolucién numérica, F,
para puntos espaciales separados por d = 150nm a lo largo de la linea de
barrido, (2, = kd,y = 0,z = 0), a través de la convolucién de F con una
Gaussiana:

1
F(l‘k,o,o,t) m /da:dydzf(x,y,z,t) X (513)
Ty~ T
(x — ) +y* 2P
- — 5.14
X exp { ( 2a};y + 202 ( )

donde o, = m (w = zy, z). En algunos casos, para analizar los efec-

tos del procedimiento de blurring, aplicamos la Ec. (5.14) a cada punto de
la simulacién, (i.e. usando d igual a la resolucién espacial de la simulacién
en lugar de 150nm). En otros casos, también aplicamos un procedimiento
de deblurring a los datos con blurring, usando la inversa de la Ec. (5.14).
También analizamos el efecto que un ruido de amplitud realista tiene sobre
la aplicacion del algoritmo a simulaciones numéricas. A tal fin realizamos
simulaciones numéricas como se describié anteriormente y los datos resul-
tantes sufrieron, luego, un proceso de blurring de acuerdo a la Ec. (5.14),
conservando datos con las resoluciones espacial (d = 0,15um) y temporal
(At = 8ms) de los experimentos. A los datos con blurring se les agregé ruido
de distribucién normal con desviacion standard 0,12 en unidades de fluores-
cencia reescaleada (ver Ec. (5.18)). Esta magnitud de ruido resulta similar a
la observada en los registros experimentales que analizamos en este capitulo.

Las hipotesis sobre la simetria esférica de la senal y acerca de que la linea
de barrido, z, corresponde a la direccién radial, son validas sélo si la linea de
barrido pasa por el centro del sitio de liberacién. Aunque experimentalmente
se ajusta el plano focal de modo que la liberacién provenga de él, siempre
hay pequenos errores y se puede esperar cierto corrimiento, d,. Para estudiar
como se comporta el algoritmo si la linea de barrido no pasa por el centro
del sitio de liberacién, tomamos los resultados de las simulaciones (hechas
con simetria esférica), a una cierta distancia o corrimiento, d,, del centro
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de la fuente, para representar “datos fuera de foco”. Aplicamos, entonces, el
algoritmo para estos datos fuera de foco generados numéricamente.

Finalmente, también realizamos algunas pruebas en un modelo més real-
ista de la dindmica del Ca?" intracelular, més especificamente, en una ver-
sién modificada del modelo presentado en [Baylor et al., 2002] para describir
sparks de Ca?* en misculo esquelético de rana. Las modificaciones que intro-
dujimos estan relacionadas con el modo con el que tratamos al colorante y las
bombas de Ca?*. En primer lugar, consideramos que el colorante sélo reac-
ciona con Ca?*. Como sucede corrientemente, nuestro método no es capaz de
tratar con situaciones en las cuales cantidades significativas de colorante se
ligan a proteinas y emiten fluorescencia. Ademds, usamos la Ec. (1.6) para la
recaptura de Ca?t hacia reservorios internos [Soeller and Cannell, 2002]. M4s
alla de esto, conservamos todas las reacciones consideradas en [Baylor et al.,
2002], como se describe en la Tabla 5.2, y usamos una fuente de la forma (2.4)
con Ry = 0,15um, tq = 10ms y diferentes valores de I. El principal objetivo
de estas simulaciones es probar la aplicabilidad del algoritmo en presencia de
numerosos buffers de cinéticas diferentes, y este modelo modificado es 1til
para este proposito.

5.3.4 Pruebas realizadas sobre el algoritmo

En los casos de imagenes simuladas numéricamente, los resultados pueden
ser comparados facilmente con informacién disponible de las simulaciones.
En particular, comparamos el curso temporal de la corriente total, Ic,(t),
obtenido de la Ec. (5.10) y el promedio temporal de su magnitud:

1 ts+tg
Ton= - / dtTea(t), (5.15)
td ts

usando la fuente que predice el algoritmo y la utilizada en la simulacién. En el
caso de fuentes de la forma (2.4), también calculamos el promedio temporal:

1 ts+iq
Qca = t_/ dtQCa(Ta t)a (516)
d

ts

usando la fuente obtenida por el algoritmo y la utilizada en la simulacion. Es-
to da informacion sobre como determina el algoritmo la distribucién espacial
de la fuente.
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Tabla 5.1: Pardmetros utilizados en las simulaciones con colorante y un buffer

extra.
Biofisicos Computacionales
D¢, 220 pum?/s Ar 0,01um
Dcap 50 pm?/s At 1077"s
Dcur 113 um?/s Ry 0,15 — 1,0 um
[Ca*t e 0,05 M tq 1-151003 s
[Blr 40 pM
[E]r 1000 pM
kB 100,0 pM~1ts™t
kD 400,0 s71
kE 1,5 pM st
kD s 0,3 57!
k1 200 uMs™!
ko 0,184 uM
m 3,9
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Tabla 5.2: Pardmetros y reacciones del modelo con varios buffers.

Especie Concentracion en reposo Coeficiente de Difusion
[Ca*iipre 0,05uM 319um?/s

[M92+]libre 1000puM -

ATP 8000uM 149um?/s

Troponina 360uM 0

Parvalbumina 1500uM 15,9um?/s
B(colorante) 40 — 1000uM 50um? /s

Reaccién kon kogys Kp

Ca’t + ATP=CaATP 15,6uM 1tst
Ca?’" + B = CaB 100pM tst
Ca*" + Parv = CaParv  47,9uM~1s7!
M g?*T + Parv = MgParv 0,379uM~1s7!

Ca** +Trop = CaTrop 101, 7uM~1s7!

34467571 2200uM
4005t 4uM
0,574s71  0,012uM
3,45s71  9luM

132571 1,3 uM
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5.3.5 Experimentos

Describimos aqui los experimentos sobre los que trabajamos, que fueron re-
alizados en el laboratorio del Dr. I. Parker. Los experimentos corresponden a
ovocitos defoliculados de Xenopus laevis que expresan canales de Ca?t tipo
N, activados por voltaje (ver [Demuro and Parker, 2003]). Brevemente, 2-4
dias después de la inyeccion de mRNA, los ovocitos son inyectados con el
indicador fluorescente fluo-4 dextran (concentracién final intracelular de 40
pM) y 1 h después son ubicados en un compartimiento banado en solucién
de Ringer que contiene 6 mM de calcio. La senial fluorescente es detectada
a través de un orificio confocal con resoluciones lateral y axial de alrede-
dor de 300 y 500 nm, respectivamente. Los experimentos se realizaron en
modo de barrido lineal (0,15 pm/pixel; 8ms/line) y las imdgenes cercanas
a la membrana fueron construidas y analizadas usando rutinas escritas en
el lenguaje de programacién IDL. El voltaje de membrana normalmente se
fij6 en -60 mV usando la técnica convencional de dos electrodos para fijar
voltaje, y las senales transitorias de Ca?* fueron evocadas llevando el volta-
je de membrana del ovocito a valores mas positivos que -25 mV. Fuertes
depolarizaciones de hasta +30 mV provocaron senales de fluorescencia espa-
cialmente homogéneas que progresivemente se hicieron mas localizadas, tipo
escalén, durante escalones de voltaje mas débiles, alcanzando -25 mV. Sobre
la evidencia presentada en [Demuro and Parker, 2003|, consideramos estas
sefiales pulsétiles como provenientes del influjo de Ca?* a través de un tnico
canal de Ca?* de tipo N, y nos referimos a ellas como “sparklets”.

Todos los datos presentados aqui fueron obtenidos usando el indicador
de Ca?* fluo-4 dextran. Este colorante de baja afinidad presenta baja flu-
orescencia para niveles basales de [Ca®"]| libre y grandes incrementos en la
sefial en presencia de altas concentraciones de Ca?*, tales que pueden pro-
ducirse senales locales de fluorescencia, (AF/F'), de cinco 6rdenes de magni-
tud o mayores. Los pardmetros que consideramos para fluo-4 dextran (baja
afinidad, Ky ~ 4uM) son: Fup/ Fruin ~ 20 en el ovocito, ko, = 100uM 1571,
kors = 400s ', mientras que D = 50um?s !. La concentracién de colorante
en el ovocito es de aproximadamente 40uM y la concentracién de reposo de
Ca?" es considerada como [Ca**],es = 50nM.
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5.3.6 Procesamiento de senales experimentales

En el caso de senales experimentales, el punto de partida (a menos que se
aclare lo contrario) es la distribucién suavizada de fluorescencia que se ob-
tiene promediando la senal en bruto para cada punto espacio-temporal con
sus ocho primeros vecinos. Computamos, entonces, la fluorescencia (tedrica)
basal promedio, Fies, invirtiendo la Ec. (5.3), usando la concentracién basal
[CaBlrest = [Ca* rest| Br]/(Kg+[Ca?t]rest) que corresponde a [Ca?* ] ese=50nM,
K4 =4uM y [Br] = 40uM. Esto da

Frest
F, min

=1,23 (5.17)

Calculamos luego la fluorescencia basal media en la posicién x; sobre la linea
de barrido, Fjs(;), como el promedio temporal del valor de la fluorescencia
en el punto espacial, z;, antes de que haya liberacién de Ca?*. En ausen-
cia de inhomogeneidades, y considerando que [Ca?"],.;=50nM antes de la
liberacién de Ca?", deberfa valer F,.,; = m(x]) y esto deberia ser inde-
pendiente de (z;); i.e. Frest(7;) = (Frest) = Frest- En cualquier experimento
real, esta igualdad es sélo aproximada. Asi, colocando Fy/Fcs(7;) ~ 1 en la
Ec. (5.17), obtenemos

F(.Ij,tk) -~ F(.Ij,tk) Frest -1 23F($j,tk).

o (5.18)
Frin Frest(xj) Fonin Frest (Z‘J)

Utilizamos esta aproximacién para calcular [CaB] a partir de la Ec. (5.3). El
cociente F'(z;,t)/Frest(z;) en (5.18) es la fluorescencia reescaleada, F'/Fy,
que mostramos en los graficos de senales experimentales.

Para averiguar hasta qué punto los resultados del algoritmo son afecta-
dos por la presencia de ruido, suavizamos las imagenes experimentales atin
mas, utilizando una funcién de ajuste no lineal del MATLAB Neural Net-
work Toolbox (The Mathworks, Natick, MA). Los pardmetros del ajuste, que
pueden escribirse en términos de tangentes hiperbélicas, minimizan el error
cuadratico medio entre la funcién suave y los datos. Comparamos los resul-
tados que se obtienen empezando con estas imagenes suavizadas con aquéllos
obtenidos de imagenes en las cuales sélo se realizo el pre-procesamiento de 8
vecinos. Mostramos las comparaciones en la seccion Resultados.
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5.3.7 Estimacion de errores

Para estimar el error involucrado en la Ec. (5.18), computamos la fluores-
cencia basal promedio sobre todos los pixeles de la imagen, Nyjzers, pPrevio
a la liberacién de Ca®", (Fjqq) = Zj >k (F (), tk) /Npigeis), y su desviacién
standard, o7 = (30, 3, (F (2, tk) — (Frest))?/Npizers)'/*. Consideramos que
(Frest) = Fresi- Luego consideramos que la desviacion standard del nivel de
fluorescencia basal, para cualquier punto (anterior a la liberacién de Ca?"),
estd dada por op = G5/ \/Npigers- Por lo tanto, consideramos que el error en

L4 F '7t F ',t e 7’ . 4
aproximar 2% por la Ee. (5.18) es —&i) 2 45 atn, la medicién de
Frnin Frest(ﬂfj) Frin
la fluorescencia siempre acarrea un error, AF. Teniendo en cuenta estas dos
fuentes de error y usando las Ecs. (5.17), (5.3) y Frest = (Frest), estos errores

se propagan a un error en [CaB] dado por:

1,23[B]r (F(ﬂfj,tk) oF_ AF)
Fmaz _ 1 F’rest(xj) <F'rest> Frest ‘

min

A[CaB] = (5.19)

Para las sefiales experimentales consideramos que el proceso de conteo de fo-
tones es un proceso de Poisson, de modo que la raiz cuadrada de la desviacion
standard y el nimero medio de fotones contados para un evento de un da-

do tamafio, son iguales. Asi, consideramos que AF/\/F = 0p/V Frest- La

Ec. (5.19) con AF = opy/F/F,es es el punto de partida para el calcu-
lo de errores en el caso de senales experimentales. Para el caso de simula-
ciones numéricas con ruido, en las cuales se agrega en forma directa ruido
con distribucién normal a [CaB] con “blurring”, usamos la Ec.(5.19) con
AF /m = 0,12 y op = 0. En el caso de simulaciones numéricas libres de
ruido, consideramos que [CaB] no tiene errores.

Una vez conocida [CaB], el paso siguiente en el algoritmo requiere el
calculo de derivadas temporales y espaciales. Para calcular la derivada primera
de una funcién, ®, a un tiempo ¢;, tomamos un total de 3 puntos, ®(t;_1), ®(¢;),
®(t;11) y calculamos la pendiente de la recta que da el mejor ajuste a esos
tres puntos, usando cuadrados minimos. De este modo, también obtenemos
un error asociado a la derivada. Derivadas espaciales y derivadas de 6rdenes
superiores son calculadas similarmente. Estos errores se propagan, entonces,
de modo de obtener los errores en todas las cantidades de interés. El proced-
imiento de ajuste en el Paso 5 del algoritmo introduce nuevos errores. Como
se explica en el Apéndice, este ajuste es realizado minimizando, para cada
valor compartimentalizado de la concentracién de Ca?*, C;, la suma de la
raiz cuadrada de la diferencia entre los miembros izquierdo y derecho de la
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Ec. (5.8). Como resultado de este proceso, los errores en g;, fi, h; y k;, son
determinados del modo standard (ver Apéndice). Estos errores son, luego,
propagados para obtener el error en M, que también se propaga en un error
para QQ¢, y, consecuentemente, para la corriente dada por el algoritmo.

5.3.8 Datos cinéticos obtenidos de registros experimen-
tales

Los registros experimentales permiten visualizar la liberacién de Ca?* desde
aperturas individuales de los canales. Asi, dada la serie temporal de la corri-
ente reconstruida, I, es posible obtener cierta informacion cinética, como los
tiempos medios de subida, de apertura y de cerrado de los canales. En este
capitulo nos concentraremos en el tiempo de apertura, t,, el cual, para cada
evento, es calculado como t, = ty —t;, donde I(t3) = I(t;) = méax([)/2, sien-
do méx([/) el médximo valor alcanzado por la corriente durante el evento de
interés. Para establecer una comparacion, también lo calculamos usando las
series temporales de la fluorescencia promediada sobre una regién de 0,45um
alrededor del centro de liberacién, como se hace en [Demuro and Parker,
2003].

5.4 Resultados

5.4.1 Tests numeéricos para el algoritmo de reconstruc-
cion

Mostramos aqui los resultados de aplicar el algoritmo a imagenes simuladas
numéricamente, para las cuales conocemos todos los detalles, de modo que
podemos comparar las estimaciones dadas por el algoritmo con los valores
reales utilizados en las simulaciones. En particular, investigamos cuan bien
el algoritmo puede determinar el tamano y geometria de la fuente, el cur-
so temporal de la liberacién de Ca?t y la corriente total. Las simulaciones
numéricas fueron realizadas con las resoluciones detalladas en las Tabla 5.1.
Sin embargo, para las imagenes y reconstrucciones s6lo se conservaron puntos
separados por 107%s en el tiempo, a menos que se aclare lo contrario.
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Fuente (tinica) tipo escalén

El primer conjunto de tests corresponde a simulaciones de las Ecs. (1.2)-(1.3)
con liberacién de Ca®" de la forma (2.4). Este ejemplo es como el descripto
en la Fig. 5.1, para la cual Ry = 0,15um, t, = 3ms y tq = 10ms. Pode-
mos ver en la Fig. 5.1 G que el algoritmo determina la distribucion espacial
de la fuente de Ca?* y su curso temporal razonablemente bien: la fuente
desaparece para radios mayores que 0,15um y tiempos mayores que 13ms.
También podemos ver que las funciones de ajuste f, g y h son relativamente
pequenas para [Ca?"] suficientemente grande, y que los valores individuales,
fi» gi ¥ hi, obtenidos para cada valor compartimentalizado de [Ca®"] estan
dispersos alrededor del valor medio que provee el ajuste global. Por esta
razén, probamos el algoritmo fijando ¢ = f = h = 0 y obtuvimos estima-
ciones de corriente que son un 20 % mejores (ver Apéndice). Todas las figuras
que mostramos en este capitulo fueron obtenidas de esta manera (salvo la
Fig. 5.1).

En la Fig. 5.2 mostramos un grafico de la magnitud de la corriente
reconstruida obtenida mediante las Ecs. (5.10) y (5.15) en funcién de la
corriente utilizada en las simulaciones, I¢,, para simulaciones hechas con
Ry = 0,15um, t, = 3ms y tq = 10ms. La pendiente del ajuste lineal es
de 0,96 &+ 0,04. Esta figura fue realizada usando simulaciones con I, hasta
3,9pA.

Analizamos, ahora, la capacidad que tiene el algoritmo para distinguir
entre diferentes radios y duraciones de la fuente. A tal fin, realizamos simu-
laciones con distintos radios de la fuente o distintas duraciones de liberacion,
y aplicamos el Paso 6 para obtener (Q¢,, usando las funciones g, f, h, y k
obtenidas para simulaciones similares pero con Ry = 0,15um y tq = 10ms
fijos. En la Fig. 5.3 A mostramos las corrientes obtenidas con el algorit-
mo y la utilizada en las simulaciones, que fueron hechas con Ig, = 1pA,
R; = 0,15um, y tres valores diferentes de ¢;. Observamos que el algoritmo
captura muy adecuadamente los tiempos para los cuales la corriente se en-
ciende (flechas hacia arriba) y se apaga (flechas hacia abajo), dando una cor-
recta estimacion de la corriente de liberacion. Similarmente, en la Fig. 5.3 B
mostramos el cociente entre el promedio temporal de la fuente obtenida con el
algoritmo y la amplitud de la fuente utilizada en las simulaciones, que fueron
hechas con t4 = 10ms y tres valores de I¢, y Ry, conservando constante la
magnitud de Q)¢,. Observamos que el algoritmo reconoce diferentes tamanos
de fuente y estima correctamente su radio. Esta prueba brinda también una
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Figura 5.2: Aplicacion del algoritmo a datos generados por integracion
numérica de las Ecs. (1.2)-(1.3) con una fuente de la forma (2.4). Las corri-
entes obtenidas con el algoritmo se muestran en funcién de las utilizadas en
las simulaciones. También se grafican el mejor ajuste lineal para estos datos,
pendiente 0,96 + 0,04 (linea punteada) y la funcién identidad (linea llena). I
corresponde a I,.
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validacién para nuestra hipétesis de que las funciones g, f, h y k£ no dependen
de los parametros de la fuente, pero si de las condiciones del medio que rodea
a la fuente.

Fuente (tinica) con decaimiento exponencial

El segundo conjunto de tests corresponde a simulaciones de las Ecs. (1.2)-
(1.3) con liberacién de Ca?t de la forma (5.12), ¢rem = 0, Ry = 0,15um,
tqg = 5ms, Ic, = 1pA y 7 = 2ms. El objetivo aqui es averiguar cuan bien el
algoritmo captura el comportamiento temporal de la fuente cuando ésta no se
apaga en forma abrupta. En la Fig. 5.3 C mostramos la corriente utilizada en
las simulaciones (linea llena) y la obtenida con el algoritmo (linea punteada).
Observamos que el algoritmo es capaz de detectar el decaimiento exponencial
de la liberacién, logramos estimar su constante de tiempo con error inferior
al 1%, como se muestra en la Fig. 5.3 D.

Fuente tipo escalén con aperturas miiltiples

Estudiamos ahora si el algoritmo es capaz de distinguir sucesivas aperturas y
cerrados de una tnica fuente esférica. La Fig. 5.4 A muestra la distribucion
de Ca?" ligado al colorante, a partir de una simulacién de las Ecs. (1.2)-(1.3)
con liberacién de Ca?* de la forma (2.4), con Ry = 0,15um e Ic, = 1pA,
pero donde la fuente se abre y se cierra tres veces, con pulsos de duraciones 1;
2,5 y 1ms, respectivamente. Entre el cerrado y la apertura sucesiva, no hay
actividad. En este caso, sélo se utilizaron puntos con r > 0,15um (para todos
los tiempos) para implementar los Pasos 4 y & del algoritmo. La Fig. 5.4 B
muestra la fuente reconstruida, donde puede verse lo bien que el algoritmo
distingue entre regiones activas e inactivas. El algoritmo también reconoce
las tres aperturas sucesivas y la duracién de los pulsos, como se observa en la
Fig. 5.4 C, donde se comparan la corriente obtenida con el algoritmo (linea
punteada) y la utilizada en la simulacién (linea llena). Como se evidencia en
la figura, la magnitud de la corriente es estimada con la misma exactitud,
independientemente de la duracién del evento de liberacién.
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Figura 5.3: Capacidad del algoritmo de distinguir diferentes parametros de
la fuente. Los datos simulados corresponden a una fuente de la forma (2.4)
(A-B), o a una fuente de la forma (5.12) con Ry = 0,15um, t; = 5ms,
T =2msy k, =0 (C-D). (A) Corrientes en funcién del tiempo, obtenidas
con el algoritmo (linea cortada de trazo grueso, linea cortada y punteada y
linea llena) y utilizadas en las simulaciones (lineas cortadas de trazo fino).
Simulaciones hechas con I¢, = 1pA, Ry = 0,15um, t; = 1ms (indicado
por una flecha hacia arriba) y t; = 5,10, 15ms, respectivamente (indicado
por una flecha hacia abajo). (B) Cociente entre el promedio temporal de la
fuente obtenida con el algoritmo, QQ¢,, v la amplitud de la fuente utilizada
en la simulacion, en funcién del espacio. Las simulaciones fueron hechas con
tqg = 10ms e Icq = 0,1pA y Ry = 0,15um; Icq = 3,7pAy Ry = 0,5um; e
Ic, = 29,6pA 'y Ry = 1pm, respectivamente (los radios de la fuente estdn
indicados con lineas punteadas). (C') Corriente utilizada en las simulaciones
(linea llena) y obtenida con el algoritmo (linea punteada), en funcién del
tiempo, para un caso con decaimiento exponencial e I, = 1pA. (D) Cociente
entre las constantes de decaimiento obtenidas con el algoritmo y aquellas
utilizadas en las simulaciones, en funcién de I,. En las figuras, I corresponde
a ICa-
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Figura 5.4: Capacidad del algoritmo para reconocer aperturas y cerrados
sucesivos de la fuente. Los datos simulados corresponden a fuentes de la
forma (2.4) con Ry = 0,16um, Icq, = 1pA y t; =0, t4 = Ims; t; = 1,5ms,
tqy = 2,5ms; t; = bms, ty = 1ms; respectivamente. (A) Distribucién de calcio
ligado a colorante obtenida de la simulacién. (B) Fuente reconstruida. (C)
Corrientes utilizadas en las simulaciones (linea llena) y reconstruidas (linea
punteada), en funcién del tiempo. I corresponde a I¢,.
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Efectos de las mediciones fuera de foco y del blurring 6ptico

En la Fig. 5.5 A presentamos los resultados obtenidos cuando aplicamos el
algoritmo a datos fuera de foco, generados numéricamente (datos con un
corrimiento o “defocus”, d,). Las simulaciones fueron realizadas con los mis-
mos parametros que en la Fig. 5.2. Los circulos corresponden a resultados
en foco (d, = 0, pendiente=0,96 + 0,04), los cuadrados a d, = 0,0707um
(pendiente=0,8140,04); diamantes a d, = 0,1118um (pendiente=0,71+0,04)
y asteriscos a d, = 0,1414um (pendiente=0,50+0,03). La linea llena es la fun-
cién identidad, Icq aigorithm = Ica simulation- COMO se esperaba, la corriente
reconstruida se hace menor cuando d, aumenta. Sin embargo, esta tenden-
cia se atenda cuando se agrega blurring realista (usando la Ec. (5.14) con
Agy =0,3um, A, =0,7um, y d = 0,01pm). En la Fig. 5.5 B mostramos una
comparacion de las curvas que obtenemos sin efectos fuera de foco o blurring
(circulos abiertos), s6lo con blurring realista (cuadrados), con blurring y de-
focus con d, = 0,1414pum (tridngulos) y con sélo defocus con d, = 0,1414um
(asteriscos). Las pendiente en este caso son 0,96; 0,85; 0,71 y 0,50, respectiva-
mente. Cuando trabajamos con imagenes reales generadas por fuentes alta-
mente localizadas, podemos tratar el problema de tener cierto “offset”, pre-
analizando la distribucién de [Ca?*]. La solucién estacionaria de la ecuacién
de difusién para [Ca?*] en presencia de una fuente puntual de corriente, I,
situada en el origen, estd dada por [Ca’t], = 414@’”\?}7‘&"&. Si tomamos
una “linea de barrido” de esta solucién a lo largo de la direccién zx, sin off-
set, entonces la distribucién [Ca?t],(z) para y = 0 = 2 estd fuertemente
localizada alrededor de x = 0. Si tomamos la “linea de barrido” con un off-
set d, = /y2 + 22, el ancho mitad de [Ca’"],(z) es v/3d,. Asi, si estamos
tratando de reconstruir fuentes que estan contenidas dentro de un pixel de la
imagen, entonces, cada vez que obtengamos una distribucién de [Ca?*] cuyo
ancho mitad sea mayor que dos pixeles, podemos concluir que el offset es may-
or que el tamano del pixel. Luego, podemos utilizar este pre-procesamiento
para acotar el valor del offset o para descartar ciertas imagenes.

En las Figs. 5.5 C-F mostramos los efectos del blurring éptico y de la
resolucion espacial finita cuando no hay offset. Las simulaciones fueron real-
izadas como antes, pero luego tienen un blurring de acuerdo a la Ec. (5.14).
En la Fig. 5.5 C conservamos todos los puntos de la simulacién (z; con
d = 0,0lum en (5.14)), y en el resto, conservamos puntos cada 0,15um,
para simular la resolucion espacial del equipo experimental de adquisicién
de datos. Dado que hay menos puntos disponibles cuando d = 0,15um, sélo
un subconjunto de las corrientes reconstruidas en C pueden ser reconstru-
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idas en D. En las Figs. 5.5 C' y D, el algoritmo de reconstruccién se aplica
directamente a los datos con blurring, sin hacerles un “deblurring” previo.
Los circulos corresponden a datos limpios, los cuadrados a A, = 0,3um,
A, = 0,7um (el blurring esperado en experimentos reales) y los diamantes a
Agy = 0,5um, A, = 0,9um. En todos estos casos, la relacién entre la corri-
ente reconstruida y la real es aproximadamente lineal, con pendientes de 0,96
y 0,76 (circulos); 0,85 y 0,56 (cuadrados) y 0,78 y 0,48 (diamantes), en C'y
D, respectivamente. En el caso del blurring realista, también aplicamos el al-
goritmo luego de emplear un proceso de deblurring, obteniendo una relacién
lineal de pendiente 0,99 para d = 0,0lum y 0,73 para d = 0,15um (datos
no mostrados). Asi, el blurring realista cambia sélo levemente la pendiente
(de 0,96 a 0,85) si se conserva la resolucién (alta) de la simulacién numéri-
ca. La pendiente cambia en aproximadamente 30 % cuando se conservan sélo
datos con la resolucién de un experimento real (d ~ 0,15um) y el algorit-
mo se aplica directamente a los datos con blurring. Sin embargo, haciendo
un deblurring previo de los datos, obtenemos una pendiente que difiere s6lo
en un 4% de la obtenida usando los datos limpios (sin blurring) y con alta
resolucién. En el caso de senales experimentales, no aplicamos ningin pro-
cedimiento de deblurring, ya que el mismo introduce demasiado ruido y, tal
como se mostré en la Fig. 5.5 B, si hay offset, trabajar con la imagen con
blurring puede dar mejores estimaciones de la corriente.

En la Fig. 5.5 E mostramos el promedio temporal de la fuente utilizada
en la simulacién (linea punteada), y de las obtenidas aplicando el algorit-
mo a datos simulados sin blurring y con d = 0,15um (linea llena de trazo
fino), a datos simulados a los que se les ha agregado blurring usando la
Ec. (5.14)) con d = 0,15um (linea llena de trazo grueso), y a los mismos
datos pero luego de aplicarles un proceso de deblurring mediente la inversa
de la Ec. (5.14) (linea cortada). También aplicamos el algoritmo a datos, tam-
bién sometidos al proceso de deblurring, pero conservando todos los puntos
de la simulacion, obteniendo una fuente que es indistinguible de la obtenida
usando datos limpios (datos no mostrados). Concluimos, entonces, en que las
diferencias entre la fuente obtenida a partir de datos sin blurring (linea llena
de trazo fino) y la obtenida a partir de datos con blurring méas un proceso de
deblurring (linea cortada) son consecuencia directa de la resolucién espacial
de 0,15pum. La Fig. 5.5 F es similar a E pero para (J¢, en el centro de la
regién de liberacién (z = 0) como funcién del tiempo. La linea punteada
corresponde a la fuente simulada y la linea llena de trazo fino a la obteni-
da aplicando el algoritmo a datos simulados sin blurring. Observamos en la
Fig. 5.5 F que el algoritmo sobreestima levemente el valor de Q¢,(z = 0),
pero esto es compensado por una subestimacién en otros puntos del espa-
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cio. También podemos observar que la caracteristica que mas diferencia a la
fuente reconstruida de la usada en las simulaciones es su distribucién espacial.
Por otro lado, el algoritmo de reconstruccién obtiene muy satisfactoriamente
los perfiles temporales en todos los casos, tanto para tiempos para los cuales
la fuente estd encendida como para tiempos para los cuales estd apagada.

Efectos del ruido y la resolucién temporal finita

Las Figs. 5.5 G-H muestran el efecto del ruido y la resoluciéon temporal finita
cuando hay blurring realista y pero no offset. Las simulaciones estdn hechas
como en las Figs. 5.5 C-F, agregando blurring a los datos simulados, con
Agy = 0,3um, A, = 0,7um, y conservando puntos cada 0,15um en el espacio
y cada 8ms en el tiempo. Los datos con ruido corresponden a haber agre-
gado ruido con distribucién normal a la fluorescencia con blurring, como se
explica en la seccién Métodos. En la Fig. 5.5 G mostramos la magnitud de
las corrientes reconstruidas en funcién de las utilizadas en las simulaciones,
cuando se aplica el algoritmo a datos sin ruido (circulos) y a datos con ruido
(diamantes). Las pendientes son 1,05+ 0,08 y 1,02 + 0,18, respectivamente.
La linea llena es la funcién identidad. Como se puede ver, no hay diferencias
significativas en la magnitud de las corrientes reconstruidas para los casos
sin y con ruido. Cabe aclarar que la estimacién de la corriente es mejor a
la obtenida en la Fig. 5.5 D debido a que el criterio dado por la Ec. (5.11)
prescribe un valor mayor para 7source(t), para datos con resolucién temporal
de 8ms. En la Fig. 5.5 H se presentan dos ejemplos en los cuales se comparan
la magnitud y el curso temporal de las corrientes obtenidas aplicando el algo-
ritmo a datos con ruido (lineas llenas) con las utilizadas en las simulaciones
(lineas cortadas). Es posible distinguir los eventos de liberacién en ambos
casos, aiun cuando el nivel de ruido uniforme que hemos agregado -que es
relativamente grande en las regiones con bajo [Ca?*]- “borronea” algunos de
los eventos en el caso con 0,1pA.

Efectos de la presencia de “buffers” endégenos con diferentes cinéticas

Estudiamos ahora la aplicabilidad del algoritmo cuando se lo aplica a un
modelo con varios buffers endégenos con diferentes cinéticas. Utilizamos el
modelo de [Baylor et al., 2002] con las modificaciones descriptas en la seccién
Métodos y los pardmetros de la Tabla 5.2, con [Ca?*],.,; = 0,05uM siempre,
independientemente de la cantidad total de colorante utilizada. Se trata de un
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Figura 5.5: Efectos de mediciones fuera de foco, de blurring, de la resolu-
cion espacial y temporal finita y del ruido. Las simulaciones corresponden a
fuentes de la forma (2.4) con Ry = 0,15um, t4 = 10ms (excepto por Gy H,
donde t; = 100ms) y diferentes valores de I¢,. Sélo las simulaciones en G y
H tienen agregado ruido. (A) Efectos de defocus sin blurring. Los offsets son:
d, = 0 (circulos), d, = 0,0707um (cuadrados), d, = 0,1118um (diamantes),
y d, = 0,1414pum (asteriscos). La linea llena es el valor esperado para la
corriente. (B) Efectos combinados de blurring y defocusing. Resultados sin
defocusing o blurring (circulos), sélo con blurring realista (cuadrados), con
blurring y defocusing de d, = 0,1414pm (tridngulos) y con s6lo defocusing de
d, = 0,1414um (asteriscos). (C)-(D) Efectos del blurring y la resolucién espa-
cial sin defocusing. Resultados con cero blurring (circulos), con Ay, = 0,3um,
A, = 0,7um (cuadrados) y con A, = 0,5um, A, = 0,9um (diamantes). En
(C) se utilizaron todos los puntos de la simulacién, mientras que en (D) se
utilizaron sélo puntos separados por 0,15um. Las pendientes de los mejores
ajustes lineales son: 0,96 (circulos), 0,85 (cuadrados), 0,78 (diamantes) en (C)
y 0,76 (circulos), 0,56 (cuadrados), 0,48 (diamantes) en (D). (E) Promedio
temporal de la fuente utilizada en la simulacién en funcién de la coordenada
en la cual se hace el barrido lineal (linea llena de trazo fino), y las fuentes
correspondientes obtenidas aplicando el algoritmo a datos simulados luego
de que se les agregd blurring con d = 0,15um (linea llena de trazo grueso),
y luego de que fue subsiguientemente sometida a un proceso de deblurring
(linea cortada). (F') Similar a (E) pero para Qcq(x = 0) en funcién del tiem-
po. (G) Efectos del ruido y la resolucién temporal finita, en la magnitud de la
corriente reconstruida. Comparacion de los resultados con blurring realista,
resoluciones espaciales y temporales finitas sin ruido (circulos) y con ruido
(diamantes). La linea llena es el valor esperado para la corriente. (H) Efectos
del ruido y la resolucién temporal finita en el curso temporal de la corriente
reconstruida. Corrientes reconstruidas (linea llena) y perfiles utilizados en las
simulaciones (linea cortada) para un ejemplo con 0,1pA (panel superior) y
uno con 0,3pA (panel inferior). En las figuras, I corresponde a I¢,.



5. Usando la ecuacién cerrada para el transporte de Ca?* para determinar
los flujos de Ca?" en imdgenes de fluorescencia 112

modelo con grandes cantidades de ATP y Parvalbumina, lo que provoca una
captura rapida de Ca®*. En estos casos, el algoritmo es capaz de determinar la,
duracion y la extension espacial de la fuente en forma tan adecuada como en
los casos presentados en la Fig. 5.3 (no se muestran los datos). Sin embargo,
debido a la captura efectiva de Ca?t por ATP y Parvalbimina, la corriente
de Ca?* puede resultar subestimada en mayor o menor medida, dependiendo
de la concentracién de colorante. En la Fig. 5.6 presentamos un grafico de las
corrientes que da el algoritmo en funcién de las utilizadas en las simulaciones
para diferentes valores de la concentracién total de colorante. Observamos
que, para una concentracién total de colorante [B|y = 40uM, la corriente
estimada es el 67 % de la simulada (cuadrados) y para [B|r = 1mM (aster-
iscos), la corriente es el 74% de la simulada. Si [B]r no es suficientemente
grande, el colorante no puede competir con todos los buffers y, entonces, no es
capaz de sensar los cambios rdpidos en [Ca®"] posteriores a la liberacién. Da-
do que el algoritmo se basa en la informacién que puede extraerse de [CaB],
la corriente de liberaciéon queda subestimada. Sin embargo, si la dindmica de
la concentracién de [Ca?*] puede describirse correctamente por la Ec. (5.2)
con M dado por el ansatz (4.4), entonces la forma de las funciones f, g, h
y k deberia ser independiente de las propiedades del colorantes (incluyendo
su concentracién total) y de la liberacién, Q¢,. Sin embargo, cuando el col-
orante no puede sensar las variaciones rapidas de [Ca?*], las funciones f, g,
h y k obtenidas de su correspondiente distribucién de [CaB], no son deter-
minadas correctamente y cambian al cambiar esas propiedades. Esto resulta
en una determinacién pobre de la corriente de Ca?*, para la cual se puede
estimar un factor de correccién mediante el andlisis de los cambios de las
funciones f, g, h y k con las propiedades de las cuales deberian ser indepen-
dientes. Si las funciones estan correctamente determinadas, esperamos que el
algoritmo brinde relativamente buenas estimaciones de la corriente de Ca.
Para comprobar esto, utilizamos las funciones obtenidas para [B]y = 1mM
de modo de analizar las simulaciones hechas con otros valores de [B]r. Asi,
aplicamos los Pasos 1-5 del algoritmo al conjunto de iméagenes simuladas
numéricamente, generadas con [B]r = 1mM y la funcién k£ obtenida es este
caso (fijamos f = g = h = 0). Luego utilizamos esta funcién para aproximar
M (Ec. (4.4)) y, usando esta expresién para M, aplicamos el Paso 6 del al-
goritmo a las imdgenes generadas numéricamente con [B|lp = 40uM. En la
Fig. 5.6 mostramos las corrientes que obtenemos de este modo, en funciéon
de las utilizadas en las simulaciones (cuadrados), que pueden ajustarse me-
diante una relacion lineal de pendiente 0,74. La mejora en la determinacion
del valor de la corriente (de 67 a 74 % del valor real) significa que el ansatz
(4.4) es capaz de capturar la dindmica de los procesos pobremente caracter-
izados, aln en presencia de numerosos buffers con diferentes cinéticas, pero
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Figura 5.6: Aplicacion del algoritmo a simulaciones numéricas del modelo de
la Tabla 5.2, con una fuente de la forma (2.4) con Ry = 0,15um, t4 = 10ms
y varios valores de I,. Las corrientes reconstruidas se muestran en funcién
de las utilizadas en las simulaciones para casos con [B]y = 40uM (cuadra-
dos) y [B]r = 1000uM (asteriscos). Los cuadrados llenos corresponden a la
aplicacién del algoritmo usando la funcién k determinada a partir de las simu-
laciones con [B]r = 40uM y los cuadrados huecos a haber utilizado la funcién
determinada a partir de simulaciones con [B]r = 1mM. Los mejores ajustes
lineales a estos datos tienen pendientes 0,67 y 0,74 (lineas punteadas); tam-
bién se grafica la funcién identidad (linea llena). Por claridad no se muestran
los errores en las corrientes (~ 15%). I corresponde a I¢,.

que las funciones que lo definen sélo pueden ser determinadas con precisién
adecuada si la concentracién del colorante es lo suficientemente alta como
para poder sensar cambios rapidos en [Ca’*].

5.4.2 Reconstruccion de flujos en senales de calcio ex-
perimentales

Describimos ahora los resultados de aplicar el algoritmo a sefiales de Ca?* ex-
perimentales (“sparklets”) obtenidas promediando sobre 8 vecinos en el reg-
istro espacio-temporal, como se describe en la seccién Métodos. La Fig. 5.7 A
ilustra sparklets que aparecen auténomamente en un sitio localizado en re-
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spuesta a una depolarizacién débil (—20mV’) que da baja probabilidad de
apertura del canal [Demuro and Parker, 2003]. El recuadro indica la regién
de la imagen cuyo andlisis describimos en detalle en el resto de la figura.
Realizamos los Pasos 1-5 del algoritmo de reconstrucciéon en imagenes que
contienen 20 sparklets. Utilizamos las resoluciones espacial (0,15um) y tem-
poral (8ms) del microscopio y obtuvimos Q¢, (Paso 6) para 17 de ellos. Los
valores mdximos de [Ca?"] para los 3 registros para los cuales Q¢, no pudo
obtenerse son 7,01uM, 10,79uM y 18,58 M, mientras que el maximo valor
de [Ca®T] en el resto de los registros es de 5,25uM y las funciones f, g, h
y k se pudieron obtener hasta [Ca?T]=6,2uM. Fue posible determinar las
funciones hasta ese valor de [Ca?T] atin sin utilizar el registro que alcanza
[Ca?T]= 18,58uM. Esto muestra que el maximo valor de [Ca%*| en los reg-
istros para los cuales la corriente puede inferirse, es del orden de la mitad
del maximo valor en aquellos registros que sélo fueron utilizados para la de-
terminacién de las funciones f, g, h y k. Esto implica que este aspecto del
algoritmo no es demasiado restrictivo, dado que se han observado fluctua-
ciones mayores en la fluorescencia pico tanto en sparks cardiacos [Izu et al.,
2001] como en puffs en ovocitos [Sun et al., 1998]. En nuestras aplicaciones,
el nimero de registros para los cuales ()¢, no puede ser determinado, es una
proporciéon pequena del nimero total de registros utilizados.

El dispositivo experimental impone otras limitaciones. La extension es-
pacial de la fuente no puede ser resuelta dado que el tamafio del poro de un
canal de Ca?" tipo N es menor que 1nm [Hille, 2001] y la resolucién espacial
de los experimentos es de ~ 150nm. Debido a posibles offsets, pre-analizamos
la distribucién de [Ca?*] para las imdgenes y determinamos que en la mayoria
de ellas el ancho mitad de [Ca®*] es de dos pixeles, con algunos pocos en los
que resultd ser de tres. Teniendo en cuenta que el efecto de blurring éptico
puede aumentar el tamano aparente de la fuente en un pixel (dado que el
tamano de un pixel, ~ 0,15um, es del orden de la mitad del ancho completo
de la “caja de blurring”, A,, ~ 0,3um) pensamos que, si hay algin offset
durante el proceso de adquisicion, entonces no es mucho mas grande que el
tamano del pixel.

Las Figs. 5.7 B y C muestran la distribucién Ca?* ligado al colorante,
[CaB], y del término —M determinado por el algoritmo, respectivamente. La
Fig. 5.7 D contiene la curva M = k([Ca?"]) y su ajuste suave y la Fig. 5.7 F
muestra la fuente reconstruida, (Q¢,. Comparando las Figs. 5.7 C'y E, ob-
servamos que —M es ~ 25 % del término de fuente, Q¢q, por lo menos en las
regiones donde @)¢, es significativa. Usando el ajuste suave en la Fig. 5.7 D y
una versién simplificada, constante por tramos (en el espacio y el tiempo), de
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Qcq, elegida de modo de obtener una corriente media similar a la dada por
el algoritmo (ver Fig. 5.7 F), realizamos una integracién de la Ec. (5.2). La
distribucién espacio-temporal del complejo Ca?* ligado al colorante, [CaB]j,
que se obtiene de este modo, se muestra en la Fig. 5.7 G. Atin siendo que en la
integracién mencionada no se ha agregado ruido y que la version simplificada
de la fuente de Ca?" estd limitada por las resoluciones temporal y espacial
de los registros experimentales (ver Fig. 5.7 F'), la distribucién de [CaB];
se compara razonablemente bien con la obtenida directamente de registros
experimentales, [CaB], tanto en su magnitud como en su comportamiento
temporal y espacial. El ancho de la senal en la mitad de su valor maximo
para ambas distribuciones difiere en ~ 10ms al mirar la extension tempo-
ral y en ~ 0,2um al mirar la espacial. Ambas diferencias son muy cercanas
a las resoluciones temporal (8ms) y espacial (0,15um) de los registros ex-
perimentales (y son menores que el 30 % de los anchos experimentales). Las
diferencias alcanzadas en los valores maximos, por otro lado, son de ~ 14 %
y ~ 6 % para cada uno de los eventos que se ven en la Fig. 5.7.

La Fig. 5.7 H presenta el perfil temporal de la fluorescencia promediada
sobre una regién de 0,45um (3 pixeles) centrada alrededor del punto de lib-
eracién (linea cortada) y de la corriente reconstruida, I¢,, obtenida a partir
de la integracién en volumen de Q¢, (Ec. (5.10)) sobre una regién semi-esféri-
ca de radio r ~ 0,225 pm (linea llena). Para poder comparar, el modo en
el cual se computa la curva cortada es similar al modo en que se procesan
los datos en [Demuro and Parker, 2003] (un promedio sobre 3 puntos). La
corriente maxima obtenida con nuestro algoritmo a lo largo del curso tem-
poral de cada evento esta dentro de los valores esperados por extrapolacion
de los datos de patch clamp obtenidos usando Ba?* en lugar de Ca?T como
ion permeable [Demuro and Parker, 2003]. De hecho, mediante la aplicacién
del algoritmo a los 17 sparklets estudiados, obtenemos una corriente media
de Ic, = (0,139 £ 0,012)pA con desviacién standard de 0,040pA. En base a
nuestros resultados previos, este valor medio podria estar representando una
cota inferior al valor real de la corriente, dependiendo de la exactitud con la
cual puedan ser determinadas las funciones f, g, h y k. El efecto del offset
en este valor no es tan preciso como en la Fig. 5.5, dado que se trata de
un valor medio sobre 17 eventos que tienen, muy probablemente, diferentes
offsets y, en muchos casos, con un offset que esta contenido en el mismo pixel
que el centro de liberacién. Si corregimos el valor medio por el factor que
obtuvimos en el caso con blurring y offset de ~ 0,14um, esta estimacién de
la corriente para a ser de 0,2pA, del orden del limite superior de las esti-
maciones ya mencionadas [Demuro and Parker, 2003]. Esto, junto con los
resultados de la integracién mostrada en la Fig. 5.7 (G, es una indicacion
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Figura 5.7: Sparklets experimentales. (A) Imagen de barrido lineal con even-
tos de canal tunico (sparklets) que surgen en respuesta a un pulso depolar-
izante de 3s de duracién. (B) Distribucién espacio-temporal de calcio ligado
al colorante para los eventos indicados en el recuadro en A. La barra de colores
en B es también valida para C, E'y G. (C) Distribucién espacio-temporal de
—M. (D) Curva M = k([Ca**]) y su ajuste suave. (E) Fuente obtenida con
el algoritmo. (F') Perfiles temporales de la corriente reconstruida que predice
el algoritmo, obtenida integrando en volumen (Ec. (5.10)) sobre una regién
semi-esférica de radio r ~ 0,225 pm (linea llena) y de la corriente derivada
de la versién simplificada, constante por tramos, de la fuente QQ¢,, utiliza-
da en la integracién de las ecuaciones de evolucién (lineas cortadas). (G)
Distribucién espacio-temporal del complejo Ca?* ligado al colorante, [CaB],,
obtenido mediante la integracién numérica de la Ec. (5.2) con M (Ca?*) dado
por la curva suave presentada en (D) y la fuente simplificada de la cual se
obtiene la linea cortada en (F). (H) Perfil temporal de la corriente recon-
struida (linea llena) y de la fluorescencia medida promediada sobre un regién
de 0,45um alrededor del centro de liberacién (linea cortada). Por razones de
claridad el error de la corriente reconstruida (~ 27 %) no se ha incluido. I
corresponde a I,.
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de que, en este caso, el ansatz (4.4) pudo ser determinado correctamente a
partir de los datos. Para comprobar esta afirmacion, también reanalizamos
todos los registros usando la funcién k determinada mediante la aplicacién
de los Pasos 1-5 del algoritmo (fijando g = f = h = 0) para 2 subconjun-
tos de imdagenes experimentales, cada uno conteniendo eventos de diferente
duracion. Ni las funciones ni la estimacién de la corriente cambié en forma
significativa (obtuvimos I, = (0,130 & 0,012)pA e I, = (0,135 £+ 0,010)pA
usando cada subconjunto).

Con respecto al perfil temporal de la corriente, ain cuando no obtuvi-
mos una forma cuadrada perfecta, podemos observar en la Fig. 5.7 H que la
escala temporal de variacion de la fluorescencia cuando comienza o termina
la liberacién de Ca?* es (levemente) mas lenta que la de Q¢, 0 la de I,.
Esta resolucion temporal mas aguda en la corriente reconstruida permite una
mejor determinacion del tiempo medio de apertura del canal, que es cercano
al valor obtenido en experimentos de patch clamp. En particular, presentamos
en la Fig. 5.8 un grafico del tiempo de apertura, t,, calculado usando el curso
temporal de la fluorescencia promediada sobre 3 pixeles (¢,(F')) en funcién
del calculado usando la corriente reconstruida (t,(I¢,)). Podemos relacionar
ambos tiempos linealmente con una pendiente de 1,58 4= 0,55. Como se de-
scribe en [Demuro and Parker, 2003], los eventos que pueden observarse con
esta técnica Optica estan contenidos en la cola de la distribucién de tiempos
de apertura (i.e., los eventos muy breves resultan inobservables). Haciendo
estadistica sobre muchos eventos, es posible ajustar las observaciones con una
distribucién exponencial que da informacion sobre los tiempos medios de la
poblacién total de eventos [Demuro and Parker, 2003]. En el caso de nue-
stros datos no podemos realizar este andlisis estadistico directamente, dado
que no contamos con suficientes eventos. Sin embargo, usando la relacién lin-
eal t,(F) ~ 1,58t,(Ic,), podemos transformar el tiempo medio de apertura,
to(F'), obtenido en [Demuro and Parker, 2003] en un tiempo medio de apertu-
ra para la corriente. Obtenemos t,(I¢,) =~ (17,8 £6,2)ms, que resulta similar
al valor obtenido con experimentos de patch clamp, t, = 11,5ms [Demuro
and Parker, 2003].

Los resultados presentados en las Figs. 5.7 y 5.8 fueron obtenidos a partir
de registros en los cuales los datos adquiridos fueron promediados sobre 8
primeros vecinos. Este proceso de suavizado es muy leve, las iméagenes con-
servan bastante ruido. Para poder acotar los errores que el ruido introduce
cuando se aplica el algoritmo a datos experimentales reales, hemos aplicado
un segundo proceso de suavizado (mds fuerte) a los registros, antes de aplicar
el algoritmo, como se explica en la seccion Métodos. En la Fig. 5.9 A presen-
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Figura 5.8: Tiempo de apertura obtenido de las series temporales de fluo-
rescencia en funcién de los obtenidos usando la corriente reconstruida para
todos los eventos cuya corriente pudo ser determinada utilizando el algorit-
mo. La relaciéon es aproximadamente lineal con pendiente 1,58. I corresponde

a ICa-
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tamos el perfil temporal de la fluorescencia para un registro con ruido (linea
de trazo fino) y el correspondiente suavizado (linea de trazo grueso) y en la
Fig. 5.9 B el perfil temporal de la corriente obtenida aplicando el algoritmo
a ambos tipos de registros. En la Fig. 5.9 C' graficamos el maximo de la
corriente obtenida usando registros suavizados (méx(/¢, 5)) en funcién del
méximo obtenido usando registros con ruido (méx(I¢, »)), para 14 de los reg-
istros experimentales. Existe una relacién lineal entre estas dos cantidades,
de pendiente 1,06 y ordenada -0,01. Mas aun, si asociamos a cada punto
del registro suavizado un error dado por el valor absoluto de la diferencia
con respecto al valor correspondiente en el registro con ruido y propagamos
este error como se explica en el Apéndice de este capitulo, Alg, s, en las
corrientes suavizadas, I, 5, tal que la corriente con ruido, Ig, , satisface
Tceg s —Alcg s < Igg n < Ioq s + Alg, s para todo tiempo. Esto confirma las
conclusiones de la Fig. 5.7 que muestran que el algoritmo es estable frente
al ruido. También podemos observar en A-B que cambios temporales relati-
vamente rapidos en la senal con ruido se traducen en eventos de aperturas
y cerrados breves si trabajamos con la senal con ruido, y desaparecen al
trabajar con la senal suavizada. Esto no es un problema particular del algo-
ritmo, es comun al analizar cualquier tipo de registro con ruido. Se necesita
un tratamiento especial para distinguir entre aperturas reales y fluctuaciones
cuando las aperturas son muy cortas, pero esto excede el alcance de esta
tesis.

5.5 Discusion

5.5.1 Resumen

La principal contribucién del algoritmo introducido en este capitulo es el
hecho de que no necesita un modelo explicito de la dindmica del calcio in-
tracelular. Asi, puede ser facilmente aplicado sin importar el tipo celular. El
algoritmo esta basado en la hipédtesis de que la dinamica “futura” de una dada
variable puede ser inferida de su evolucién temporal previa, ain si su evolu-
ci6n resulta de la interaccién con otras variables [Packard et al., 1980, Mindlin
et al., 1990, Gouesbet, 1992, Mindlin et al., 1998]. Considerando que los efec-
tos de los buffers endégenos y la recaptura son de relativamente corto alcance
en el espacio y el tiempo, usamos el ansatz dado por la Ec. (4.4) en lugar
de un modelo cinético detallado para describir sus efectos. Las funciones en
este ansatz se determinan directamente de las imagenes experimentales. En
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Figura 5.9: Comparacién de la aplicacién del algoritmo a registros con ruido
obtenidos mediante un promediado de 8 vecinos sobre los datos adquiridos, y
sobre registros con un suavizado mayor realizado con una funcién de ajuste
no lineal (ver seccién Métodos). A: Perfil temporal de la fluorescencia para
registros con ruido (linea de trazo fino) y suavizados (linea de trazo grueso).
B: Similar a A pero para el perfil temporal de la corriente obtenida con el
algoritmo. C: Maximo valor de la corriente obtenida aplicando el algoritmo
a los registros suavizados, méx (I, s), en funcién del méximo valor obtenido
aplicdndolo a registros con ruido, méx (¢, ). Observamos una relacién lineal
de pendiente 1,06. I corresponde a I¢,.
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el Capitulo 4 mostramos que el ansatz de la Ec. (4.4) describe correctamente
la dindmica espacio-temporal de la concentracién de Ca?*t en presencia de un
colorante y una bomba, ain cuando el colorante sea lento y la aproximacion
adiabdtica no valga [Ventura et al., 2004]. Sin embargo, como se ilustra en
algunas de las simulaciones de este capitulo, si la captura del Ca?t ocurre
muy rapidamente luego de su liberacién y el colorante no es capaz de detectar
esos cambios rdpidos en [Ca?*], el algoritmo subestima la corriente de Ca?*.
Este problema se atenta usando registros obtenidos con una concentracion
suficientemente alta de colorante.

El algoritmo tiene otras hipdtesis que son comunes a la mayoria de los
métodos presentes en la literatura. Consideramos que la liberacion ocurre en
una regién espacialmente localizada, que el colorante sélo reacciona con Ca?*
de acuerdo al esquema (5.1) (en [Soeller and Cannell, 2002] y en [Smith et
al., 1998] se considera también la interaccién del colorante con otras especies)
y que el colorante y el Ca?t basal estdn inicialmente distribuidos uniforme-
mente a través del citosol. Alin cuando la validez de esta ltima hipotesis es
dificil de determinar en experimentos reales, el pre-procesamiento descripto
en la seccion Métodos tiene como objetivo obtener la imagen “equivalente”
a la real, que se hubiera obtenido si el colorante y el Ca?* basal hubieran
estado uniformente distribuidos.

5.5.2 Verificacién con datos sintéticos

Al ser aplicado a datos “sintéticos”, libres de ruido, el algoritmo reconstruye
adecuadamente la cinética de la fuente de Ca’'; tanto para cambios tipo
escalén en el flujo, que simulan la apertura y cerrado de un canal unico
(Figs. 5.3 Ay 5.5 F') como flujos que decaen exponencialmente, donde deter-
mina en forma adecuada la constante de tiempo de interés (Figs. 5.3 C, D).
También es posible determinar en forma correcta el aspecto morfolégico de la
fuente (esféricamente simétrica) (Fig. 5.3 B). El requerimiento de simetria no
es una limitacién inherente al algoritmo, es consecuencia del método de bar-
rido lineal utilizado para obtener las imagenes. El algoritmo también es capaz
de identificar aperturas y cerrados miltiples en un dado sitio de liberacion
(Figs. 5.4y 5.7).

La precisién con la cual el algoritmo predice la corriente total liberada
depende de cuan bien se pueden determinar, a partir del experimento, las
funciones g, f, h y k que definen el ansatz (4.4), algo que puede hacerse ra-
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zonablemente bien, en condiciones ideales, si la concetracién de colorante es
lo suficientemente alta. Pero ain cuando la magnitud de la corriente resulta
subestimada, la relacion entre la corriente real y la reconstruida es lineal en
todos los casos. La aplicacién del algoritmo a imdgenes generadas numéri-
camente (sin efectos de offset), generadas con un modelo simple con fluo-4
dextran, un buffer extra y una bomba, da una relacién lineal entre la corriente
real y la reconstruida, con una pendiente que puede resultar muy cercana a
1, dependiendo del modo en que se realiza el procedimiento de optimizacién.
Notamos que los valores de f, g y h son relativamente pequetios y algunos de
ellos altamente fluctuantes en la regién de altas [Ca?*] (Fig. 5.1 F). Fijando
estas funciones iguales a cero y determinando solamente k, pudimos obtener
resultados més limpios y estimaciones de corriente que resultaron ser un 20 %
mejores. Por este motivo, decidimos presentar sélo los resultados obtenidos
de este modo en todos los casos excepto en la Fig. 5.1.

Tomando como punto de partida las simulaciones de la Fig. 5.2, observa-
mos que la estimacion de la corriente liberada empeora cuando trabajamos
con una imagen para la cual la linea de barrido no pasa por el centro de
liberacién sino que tiene un cierto offset (Fig. 5.5 A). La estimacién mejora
cuando se incluyen efectos de blurring y offset, debido a que la luz proviene
ahora de un volumen finito y no de un punto (Fig. 5.5 B). La pendiente
no decrece demasiado cuando sélo se considera blurring, si conserva la res-
olucién espacial (alta) de las simulaciones (Fig. 5.5 C'), pero decrece en un
30 % cuando sélo se conservan datos con la resolucién de un experimento real
(d ~ 0,15um) (Fig. 5.5 D). Este efecto se puede revertir aplicando un proceso
de deblurring a los datos que ya tienen blurring, obteniendo una pendiente
que difiere en un 7,5% de la que se obtiene con datos limpios y con alta
resolucién. Si hay offset, aplicarle un deblurring a los datos puede dar una
estimacién de la corriente peor que la que se obtiene aplicando el algorit-
mo directamente a la imagen con blurring (Fig. 5.5 B). Por estas razones,
aplicamos el algoritmo a senales experimentales reales sin usar un proceso
previo de deblurring. El pre-andlisis de la distribucién de [Ca?*] nos permite
acotar el valor del offset para las imdgenes experimentales en las cuales la
fuente de Ca?* est4 contenida dentro de un pixel. Usando este tipo de anali-
sis, es posible o bien descartar las iméagenes o corregirlas estimando el valor
del offset. El problema del offset es inherente a los registros de barrido lineal,
técnica de imagenes que es comunmente utilizada debido a su buena resolu-
cién temporal. Sin embargo, otras modalidades tales como la microscopia de
reflexién total interna [Demuro and Parker, 2004] brindan imdgenes bidimen-
sionales de alta resolucion temporal. Nos queda pendiente la implementacion
del algoritmo para este tipo de datos.
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Al ser probado con datos “sintéticos” a los que se les ha agregado ruido
de amplitud realista, el algoritmo predice muy bien la amplitud de las corri-
entes y relativamente bien su curso temporal (Figs. 5.5 G, H). Cabe notar,
sin embargo, que los tiempos de apertura y cerrado se ven afectados si la
amplitud del ruido es muy grande y la corriente es muy pequena, teniendo
esto consecuencias en la fidelidad temporal de la corriente reconstruida. Este
problema es comun a todo tipo de andlisis de series temporales con ruido.
Una discusién mas profunda acerca de como distinguir entre eventos de lib-
eracién “verdaderos” y “falsos” en estas circunstancias, escapa al alcance del
presente estudio.

La competencia entre los procesos que afectan la dindmica del Ca?*
citosolico y la interaccion con el colorante tiene consecuencias sobre la deter-
minaci6n de las funciones que definen el ansatz (4.4). Cuando el colorante no
es capaz de detectar los cambios rapidos en [Ca?*], las funciones no quedan
correctamente determinadas y la corriente de liberacién resulta subestima-
da. Este problema es atenuado si se incrementa la concentracién de colorante
(Fig. 5.6). Mds aun, si las funciones que definen el ansatz (4.4) son deter-
minadas para concentraciones de colorante suficientemente altas, entonces
pueden ser utilizadas para analizar registros que fueron obtenidos con canti-
dades menores de colorante, dando asi mejores estimaciones de la corriente
liberada (Fig. 5.6). El hecho de trabajar con cantidades mayores de colorante
puede limitar el conjunto de experimentos que pueden ser analizados, dado
que el mdximo valor de [Ca?*] para el cual se determina el ansatz (4.4) puede
hacerse muy pequeno. En las simulaciones de la Fig. 5.6, sin embargo, la maxi-
ma corriente que se necesitd para construir el ansatz y la maxima corriente
que pudo inferirse con una precisién del 75 %, no fueron muy diferentes (3 pA
y 1pA, repectivamente). Podemos analizar qué significa una “concentracién
de colorante suficientemente alta” para cada tipo celular analizando si las
funciones f, g, h y k cambian significativamente con aspectos de los cuales
deberian ser independientes, entre ellos, la concentraciéon de colorante o la
duracién de la liberacién. A tal fin, no es necesario usar grandes cantidades
de colorante. Alcanza con comparar las funciones obtenidas con dos concen-
traciones de colorante suficientemente distintas. Si las funciones permanecen
aproximadamente iguales (algo que puede ser validado utilizando técnicas es-
tadisticas), podemos concluir que la cantidad de colorante es suficiente para
capturar completamente la dinamica desconocida. Si cambian significativa-
mente, entonces, un analisis de este cambio, lo cual va més alla del alcance
de este estudio, podria ser utilizado para estimar la “capacidad buffer” de
la célula y para mejorar la estimacién de la corriente. Se puede realizar un
andlisis similar en términos de la duracién del evento de liberacion. En este
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caso, los registros experimentales se pueden agrupar en dos conjuntos, de
acuerdo a la duracién de la liberacion. Si las funciones reconstruidas, f, g,
h y k, son muy diferentes para los dos grupos, entonces deberiamos concluir
que el colorante no estd siguiendo correctamente la dindmica de [Ca?*] y que
hay que utilizar una mayor concentraciéon de colorante para mejorar la de-
terminacién de las funciones f, g, h y k. Este enfoque es el que seguimos en
el analisis de sparklets reales. De todos modos, aiin en aquellos casos en los
cuales las funciones determinadas son sélo tutiles para describir la dindmica
lenta de [Ca®*], la relacién entre las corrientes reconstruida y real es siempre
lineal. Esta caracteristica notable implica que los cocientes de corrientes sub-
yacentes a distintos eventos son determinadas correctamente por el algoritmo
bajo cualquier circunstancia y que alcanza con calibrar un sélo evento para
determinar la corriente real de todos ellos.

Estos resultados indican que no se necesitan modelos muy detallados, con
gran cantidad de pardametros generalmente desconocidos, para reproducir la
dindmica de [Ca?"] intracelular. Aunque el tipo de modelo simplificado que
utilizamos en este estudio (en términos del ansatz (4.4)) no es adecuado para
inferir los detalles de los procesos que se llevan a cabo en la célula, resulta
bueno para estimar las corrientes de Ca?* a partir de imagenes de fluores-
cencia, siempre que el ansatz (4.4) pueda ser determinado correctamente.
Al validar métodos de reconstrucciéon usando imagenes simuladas numéri-
camente, la mayoria de los métodos de tipo “backward” presentados en la
literatura usan el mismo conjunto de ecuaciones para la generaciéon numérica
de imagenes y para el algoritmo de reconstruccién. Diferencias menores en-
tre ambos modelos afectan la corriente estimada [Soeller and Cannell, 2002].
En [Rios et al., 1999] se investiga el efecto que tiene variar los pardmetros
del modelo en el cédlculo de la liberacién. La corriente promedio determinada
sobre 157 sparks es de 16,9pA para el conjunto de parametros de partida,
decrece a 8,05pA si todas las concentraciones de buffers se reducen en 1/3 y
aumenta a 26,9 cuando la tasa (hacia adelante) de la reaccién entre el col-
orante y Ca?t o el coeficiente de difusién del colorante se modifican en un
factor 3. Esto muestra la importancia que tiene el desarrollo de un algoritmo
con la menor cantidad de informacion a priori. Esta es la principal contribu-
ciéon de nuestro enfoque. Aunque esta limitado por la resoluciéon temporal
de los registros experimentales y la cantidad de colorante que se utiliza, hay
modos de superar estas limitaciones. La utilizacion de grandes cantidades de
colorante es una de ellas.
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5.5.3 Aplicaciéon a sparklets reales

La aplicacion del algoritmo a registros experimentales de sparklets genera-
dos por corrientes de Ca?* a través de canales voltaje dependientes de tipo
N brinda una descripcion adecuada tanto de la cinética del canal como de
la corriente de Ca?*. Usando la distribucién de fluorescencia “en bruto”, el
tiempo medio de apertura ha sido estimado en ¢, &~ 28ms en [Demuro and
Parker, 2003]. Usando el algoritmo pudimos inferir un valor de t,(Ic,) =~
(17,8 £ 6,2)ms que se compara mucho mejor con los valores obtenidos en ex-
perimentos de patch-clamp (¢, = 11,5ms). El valor medio de la corriente de
Ca?* obtenido con el algoritmo (I, = (0,13940,012)pA) y el que resulta de
la aplicacién del factor de correccién debido a los efectos de blurring y offset
(~ 0,2pA) estan también dentro del valor estimado para su limite superior.
La corriente de canal tinico de estos canales hasta ahora sélo ha sido medida
utilizando Ba?" como el ion permeable, dado que las corrientes de Ca?* no
son detectables con la técnica de patch clamp [Demuro and Parker, 2003, Lee,
1999]. En base a estos resultados, se esperaba que la corriente de Ca?" estu-
viera debajo del umbral de ruido, 0,2pA [Demuro and Parker, 2003|. El valor
obtenido por el algoritmo esta lo suficientemente cerca de este limite superi-
or como para considerar que el colorante es capaz de seguir adecuadamente
los cambios en [Ca®"] intracelular en este caso. Hemos probado también la
exactitud de la corriente reconstruida mediante la integracién de la ecuacién
dindmica (5.2), usando la forma funcional suave para M (Ec (4.4)) dada por
el algoritmo (Fig. 5.7 D) y una versién simplificada de la corriente reconstrui-
da (Fig. 5.7 F'), la cual estd limitada por la resolucién temporal y espacial del
registro experimental. Aunque la simulacién numérica no tiene agregado rui-
do, la distribucién espacio-temporal resultante del complejo de Ca2* ligado
al colorante difiere de la obtenida directamente del registro experimental en
menos de 14 % en amplitud y en cantidades del orden de las resoluciones tem-
poral y espacial de los registros experimentales, en las extensiones temporal
y espacial.

5.5.4 Conclusiones

El algoritmo que hemos presentado tiene varios puntos en comiun con otros
métodos del tipo “backward” [Blatter et al., 1997, Rios et al., 1999, Rios and
Brum, 2002, Soeller and Cannell, 2002], compartiendo con ellos algunas de
sus limitaciones. En particular, requiere el calculo de derivadas espaciales y
temporales, que estdn limitadas por la resolucién de las imégenes. Més atn,
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las derivadas numéricas introducen errores que tienden a amplificar el ruido
inevitable que aparece en cualquier senal experimental. Sin embargo, hemos
probado el comportamiento del algoritmo cuando se lo aplica a simulaciones
numéricas con ruido Gaussiano, encontrando que la amplitud de la corri-
ente reconstruida no se altera. El curso temporal de la corriente se ve mas
afectado debido a que los tiempos de apertura y cerrado se “borronean” en
presencia de altos niveles de ruido, un problema comun a todos los métodos
de tipo “backward”. En relacion a este punto, seria importante desarrollar
una herramienta de analisis que permita distinguir los eventos de liberacion
“verdaderos” de los “falsos”.

En relacion al efecto del ruido, obtuvimos mayor confianza en los resul-
tados del algoritmo mediante la comparacién de las distribuciones de Ca?*
ligado al colorante determinadas a partir de los experimentos reales (que
tienen ruido) con las obtenidas mediante simulaciones numéricas (libres de
ruido) de la ecuacién para la dindmica efectiva dada por el algoritmo. Las ex-
tensiones espacial y temporal de ambas distribuciones difieren en cantidades
que son del orden de la resolucién temporal y espacial de los experimentos,
y la amplitud, en menos de un 15%. Probamos més aun la robustez del al-
goritmo frente a la presencia de ruido mediante la aplicacién de una fuerte
reduccion del nivel del mismo en las imagenes experimentales, encontrando
resultados que permanecen “cerca” de aquellos obtenidos utilizando datos
iniciales con ruido.

Un problema adicional de nuestro enfoque es el hecho de que la resolu-
cion temporal del proceso de adquisiciéon impone limitaciones en las escalas
temporales que pueden resolverse, resultando en una subestimacién de la cor-
riente cuando no pueden seguirse los procesos répidos. Este problema no es
una particularidad de nuestro algoritmo, es ubicuo en todas las técnicas de
imégenes: estan limitadas por las escalas temporales caracteristicas del col-
orante y su habilidad para seguir cambios en [Ca?*]. La principal limitacién
de nuestro algoritmo es la capacidad de obtener una estimacién del ansatz
(4.4) que capture la dindmica de los procesos rapidos “desconocidos”, algo
que puede hacerse si la cantidad de colorante es lo suficientemente grande.
Pero aiin si (4.4) se determina usando imdagenes para las cuales la canti-
dad de colorante no es muy grande, el algoritmo es capaz de determinar las
extension espacial y el comportamiento temporal de la liberacién en forma
bastante exacta, dando una relacion lineal entre las corrientes reconstruida
y real. Esto implica que es necesario determinar el factor de subestimacion
de la corriente para un sélo valor de corriente. Esto puede hacerse usando
registros con altas concentraciones de colorante para obtener las funciones
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n (4.4). Otras posibilidades incluyen el andlisis de los resultados obtenidos
usando registros con dos concentraciones diferentes de colorante o diferentes
duraciones de liberacion.

Otras limitaciones experimentales (blurring, resolucién espacial finita y
offset) también conducen a resultados en los cuales la corriente estd subes-
timada. Todavia es necesario realizar mas trabajo tendiente a calibrar el
método [Zou et al., 2004]. Otra limitacién del algoritmo es el hecho de que
requiere mas de un evento para ser implementado y que los eventos con
mayores valores de [Ca?'] no pueden analizarse. Sin embargo, trabajando
con experimentos reales pudimos concluir que no es necesario que el maxi-
mo valor de [Ca?"] de los distintos registros sea muy diferente y s6lo una
pequena proporcion de dichos registros es utilizada sélo con propésitos de
“calibracion”. Ademads, el algoritmo puede ser facilmente automatizado: por
ejemplo, el analisis completo de un conjunto de 30 eventos demanda < 30
minutos en una PC Pentium 3.

5.6 Apéndice: Descripcion de como obtener
las funciones f, g, h y k£ y sus errores

Llamemos N; al nimero de puntos, (;x(C;) = (r;,t,)(C;), tales que

C; <[Ca?*|(rj, t)(C;) < Ciy1. Etiquetemos estos puntos, (;x(C;), con el
subindice /¢ (i.e., cada £ es un nimero entero asociado a cada uno de los
puntos, (;x(C;); por lo tanto, 1 < ¢ < N;, para cada C;). En realidad,
deberiamos usar la notacion ﬁ( ), pero para simplificarla, nos olvidamos de
la dependencia de ¢ con i. Entonces, siguiendo la notacién de [Press et al.,
1992], definimos:

o[Ca%t
)= M) = AL 0~ RGHE)) ~ D100 g 0
. . | (5.20)
CLgZ) = 9g;, ag) = fi; a:(,f) = hi, (Z) = i (521)
i 0 C’a2+ i
Xy = %\gk X5 = V[Ca* g ucos
X5 = |VICa*? oy X = (5.22)

Llamemos aéi) al error de yéi), que puede ser calculado propagando el error

en el miembro derecho de la Ec. (5.20). Entonces, definimos la funcién de
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mérito para cada valor de C; como:

Ni /(i) 4 (6) () 2
2 yﬁ - Zn:l an Xﬁn
Xi=> ( 25 ) . (5.23)
l

=1

Para cada valor compartimentalizado de la concentracién [Ca?T], C;, los
mejores valores de {ag)}szl son aquéllos que minimizan ?. Realizamos esta
minimizacién a través de una “singular value decomposition” de la matriz

e; /02Z [Press et al., 1992]. Para cada n = 1, ...,4, necesitamos el conjun-
to de valores, {a{’}*_,, para aproximar funciones continuas, {a,[Ca2t]}:_,
(las funciones g, f, h, y k). Para garantizar continuidad, utilizamos el valor
obtenido para ag) como la semilla inicial para comenzar el proceso de min-
1m1zac1on que determina oV, Para determinar los errores de los valores
{an _, obtenidos de este modo, seguimos [Press et al., 1992]. Definimos
la matrlz de dzseno A( )? como la matriz de N; X 4, cuyos elementos estan
dados por A( QR Xem/ae Llamamos oY = (A)T. A®) que es una matriz
cuadrada, y c(z) = (&)~ su inversa. Asi, los elementos de la diagonal de c @)
son las varianzas (incertezas al cuadrado) de los pardmetros ajustados, {a'},
1 <n <4 [Press et al. 1992] Tomando la raiz cuadrada de estas varianzas
obtenemos los errores, {Aan },1 < n < 4. Una vez que tenemos estimaciones

de {an }, 1 < n <4, para cada uno de los valores compartimentalizados de
[Ca?*], C;, tenemos entonces una aproximacion para los valores que las fun-
ciones f, g, h, y k toman sobre estos valores compartimentalizados (que son
a, al?, a:(,f) y o', respectivamente). Buscamos, entonces, funciones contin-
uas que pasen por estos valores, ajustando los puntos con una curva no lineal
obtenida usando una red neuronal. Ilustramos aqui el modo en que estimamos
el error de esta interpolacion con la funcién g, procedlmos similarmente con
las otras funciones. Para cada C; definimos E() = \a + Aag) —g(Cy| ¥y
EY = \agi) - Aagi) — g(C;)|, donde g es la funcién suave [Ca?*]-dependiente
que obtuvimos ajustando el conjunto discreto de puntos g;. Entonces, para
[Ca?T]e (Cy, Ciy1) definimos Ag([Ca?"]) = méx{E,, E_}.

El término M que estamos tratando de determinar con este procedimien-
to de optimizacion estd mayormente dado por las reacciones con los buffers
que no son el colorante (ver Capitulo 4). Entonces, esperamos que un ansatz
similar (pero con diferentes funciones fr, gr, hr y kgr) sea valido para R, el
término debido a la reaccién con el colorante, definido en (1.4). Por lo tanto,
insertando el ansatz para R en (5.2) vemos que hay una solucién trivial para
el ansatz de M: ¢ = 1 — gg,f = —D¢co — fr,h = —hr y k = —kg. Este
no es el ansatz que estamos buscando dado que sélo sirve en regiones con
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®cq = 0. Asi, no hay una solucién tnica para nuestro procedimiento de opti-
mizacion, y esto introduce algunas dificultades. Para estudiar este problema,
minimizamos X7 en (5.23) usando diferentes tolerancias, y obtuvimos siempre
el mismo resultado. Sin embargo, como se muestra en la Fig. 5.1 F', vemos que
f, g v h son relativamente pequenas y que f y g fluctian considerablemente
para altos valores de [Ca?*], como si el proceso de optimizacién estuviera con-
vergiendo a diferentes minimos para valores de [Ca®"] levemente diferentes.
Maés atn, las magnitudes de los tres primeros términos (ga[CT‘fﬂ, V2 Ca*t]
y h|V[Ca?T]|?) en la Ec. (4.4) son menores o iguales al 20 % de la magnitud
de k. Por esta razén, decidimos minimizar x? fijando f = g = h = 0 y de-
terminar sélo k. Obtuvimos resultados mas limpios y mejores estimaciones
de la corriente y éstos son los resultados que presentamos en este capitulo
(excepto en la Fig. 5.1). La posibilidad de ajustar M usando s6lo una funcién
de [Ca’T] estd relacionada a las propiedades matemdticas de las soluciones
de las ecuaciones dindmicas en presencia de corrientes localizadas, y no a
las ecuaciones dinamicas en general. Discutiremos en detalle las propiedades
matematicas de estas soluciones en el Capitulo 6.



Capitulo 6

Reducciones observacionales:
una ecuacion cerrada para el
transporte de calcio en
presencia de “buffers” con
solucion analitica

6.1 Resumen

La aplicacién del algoritmo descripto en el Capitulo 5 tanto a senales ex-
perimentales como a aquéllas generadas numéricamente mostré que bastaba
con mantener solamente la funcién k([Ca?T]) en el ansatz (4.4) para poder
describir la dindmica del Ca?>T. M4s atin, k([Ca?*]) no se alejaba demasiado
de una funcién lineal (ver Figs. 5.1 F'y 5.7 D). En este capitulo investigamos
el por qué de este comportamiento y concluimos que esta vinculado con el
hecho de que el ingreso de Ca?* ocurre a través de un canal o cluster muy
localizado de canales tnicos. Estudiamos a continuacién las limitaciones de
aproximar k([Ca?"]) por una funcién lineal de [Ca®"], compardndola con la
RBA y la aproximacién de Naraghi y Neher discutidas en el Capitulo 1. A
pesar de sus limitaciones, la aproximacién lineal tiene la enorme ventaja de
contar con una solucién analitica, que usamos tanto para describir las senales
experimentales analizadas en el Capitulo 5 como para re-analizar los puffs
sintéticos del Capitulo 2.
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6.2 Introduccion

En el Capitulo 5 supusimos que la evolucién de [Ca?*| estaba determinada
por la Ec. (5.2), en donde los términos debidos a la reaccién con el colorante
(R) y a las reacciones con los otros buffers (incluidos en M) estdn separa-
dos. Por otro lado, supusimos que M podia aproximarse por la Ec. (4.4).
Sin embargo, de la aplicacién del algoritmo observamos que bastaba con sélo
incluir la funcién k& dentro de M para ajustar los datos (es decir, suponer
f =g = h =0). Mas atin, como se desprende de las Figs. 5.1 F'y 5.7 D,
vimos que k([Ca?']) era aproximadamente lineal. Ahora bien, el colorante
no es distinto de los otros buffers incluidos en M, por lo que también es-
peramos que R (el término de reaccién con el colorante) pueda aproximarse
por una funcién (lineal) de [Ca?*]. Efectivamente, comprobamos esto tanto
en las simulaciones numéricas presentadas en el Capitulo 5 como en diversos
datos experimentales. Mostramos en la Fig. 6.1 un grafico del término M
(en el que incluimos también el término de reaccién con el colorante) como
funcién de [Ca%*], para dos conjuntos de datos experimentales. En ambos ca-
sos, el término M fue determinado como se explica en el Capitulo 5 a partir
de las imdgenes de fluorescencia correspondientes (obtenidas con microsco-
pio confocal y barrido lineal). Los datos de la Fig. 6.1 (a) corresponden a
los sparklets analizados en el Capitulo 5. Los datos de la Fig. 6.1 (b) corre-
sponden a puffs de Ca?t mediados por IP3 obtenidos en ovocitos de Xenopus
laevis utilizando el protocolo descripto en [Dargan and Parker, 2003, Dargan
and Parker, 2004].

Podemos observar en la Fig. 6.1 que, en estos casos, el conjunto total de
reacciones (incluyendo la interaccién con el colorante) y otros mecanismos
de remocién de Ca?t presentes en el citosol pueden describirse matemética-
mente por un término que depende exclusivamente de [Ca**]. En la seccién
siguiente analizamos las razones para que esto ocurra. En las otras secciones
analizamos las limitaciones de aproximar este término mediante una funcién
lineal de [Ca?T], tanto en simulaciones numéricas como en datos experimen-
tales. Finalmente, re-analizamos los puffs sintéticos del Cap. 2 a la luz de esta
nueva aproximacion. De ahora en maés, incluiremos el término de reacciéon con
el colorante dentro del término M (es decir, M = > R; + Grem)-
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Figura 6.1: M en funcién de la concentraciéon de calcio libre, [Ca?T], para
diferentes conjuntos de datos experimentales (circulos) y sus respectivos
ajustes lineales (lineas llenas). (a) Datos experimentales correspondientes a
sparklets en ovocitos de Xenopus. (b) Datos experimentales correspondientes
a puffs de Ca?* mediados por IP3, también en ovocitos de Xenopus.

6.3 Por qué los mecanismos de remocion pueden
aproximarse por una funcién de [Ca**]: la

importancia de la presencia de una fuente
localizada de Ca**

Todas las senales analizadas en el Capitulo 5 corresponden a situaciones en
las que puede distinguirse el ingreso de Ca?* a través de un tnico canal o
cluster de canales (un punto en la imagen de fluorescencia). Esto hace que,
al menos localmente, la concentracién, [Ca?*], tenga un maximo en el pun-
to de ingreso de Ca?*, al que identificamos con el origen de coordenadas, y
decaiga monétonamente con la distancia al mismo, r. Esto también ocurre
con las situaciones analizadas en el Capitulo 4, en las que se parte de una
condicién inicial con un méximo de [Ca®"] en el origen de coordenadas. En
estas situaciones, si nada dependiera del tiempo, tanto M como [Ca®*] serfan
solo funciones de r, dada la simetria esférica del problema. El hecho de que
[Ca?T](r) sea una funcién mondtona decreciente implica que es posible in-
vertir r([Ca?"]) y, por lo tanto, cualquier funcién de 7 puede escribirse como
una funcién de [Ca?"]. Por lo tanto, en el caso estacionario podria escribirse
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a M como funcién de [Ca?T].

Frente a la presencia de fuentes de reactivos muy localizadas, los sistemas
de reaccién-difusion se comportan aproximandose a una situacioén estacionar-
ia muy rédpidamente cerca de la fuente (mientras la fuente estd “encendida”).
Esto se ve claramente en el caso en que s6lo hay difusion, en el que la evolu-
cién estd dada por la Ec. (2.1) y cuya solucién es (2.2). De esta solucién
se desprende que, para cada valor de r, existe un tiempo t*(r), para el que
el término con la integral se vuelve despreciable frente a 1. A partir de ese
tiempo, que se obtiene a partir de la condicién r/(vV4Dt*) << 1, [Ca®*|(r, 1),
permanece practicamente constante para ese valor de r. Por ejemplo, si
r/(V4Dt*) = 0,05, el error que se comete al aproximar [Ca®**](r,t > t*)
por [Ca®*] st + -5 estd alrededor del 5 %. Supongamos que podemos usar
la Ec. (2.1) para describir la dindmica del Ca?" citosdlico en presencia de
buffers y de una fuente puntual, f = o0d(r), donde f y D corresponden a
valores efectivos de intensidad y difusion, como se discutio en el Capitulo 2.
Si r = 0,6 nm, que es aproximadamente el tamano del poro de un IP3R,
t* = 0,00072 ms para D = 50 ym?/s mientras que t* = 0,00012 ms para
D = 300 ym?/s. Si tomamos como r el tamano de un cluster de IP3Rs,
r = 50 nm, obtenemos t* = 0,005 ms para D = 50 um?/s y t* = 0,83 ms
para D = 300 ym?/s. Si tenemos en cuenta que la resolucién temporal usual
en un experimento de barrido lineal es ~ 8 ms [Demuro and Parker, 2003]
-puede ser incluso &~ 2 ms utilizando un sistema de adquisicién muy rapido-
y que las duraciones tipicas de los eventos elementales de calcio estan en el
rango de decenas de milisegundos, las estimaciones recién expuestas nos in-
dican que cuando se estdn adquiriendo datos en la segunda linea del barrido
lineal, el sistema ya se encuentra en su estado estacionario. Lo mismo ocurre
con la solucién en presencia de una fuente esférica.

No es posible describir el caso mas complicado en que la evolucion de
[Ca®T] estd dada por Ecs. (1.2)—(1.3) mediante soluciones analiticas. Sin
embargo, a partir de simulaciones numéricas observamos el mismo tipo de
comportamiento, es decir, una tendencia a la solucién estacionaria en las in-
mediaciones de la fuente puntual, luego de un (corto) transitorio. Ilustramos
esto con las Figs. 6.2 (a) y (b) donde mostramos el resultado de simulaciones
numéricas de las Ecs. (1.2)—(1.3) para el caso de un tnico buffer cuyas con-
stantes de reaccién son ko, =1 uM s 'y k,pp = 10 s7%, sin bombas y con
una fuente de la forma (2.4) con I¢, = 0,5pA, Ry = 0,5 um y t4 mayor que
el tiempo final de la simulacién.

En la Fig. 6.2 (a) mostramos los perfiles temporales de [Ca?*| para tres
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Figura 6.2: (a)-(b) Concentracién de calcio obtenida a partir de una sim-
ulacién numérica con una fuente que estd uniformemente distribuida sobre
una esfera de radio Ry = 0,5 um. (a) Perfiles temporales para tres radios
diferentes, r = 0 (linea llena), » = 0,7 pum (linea cortada) y r = 1 um (linea
punteada). (b) Perfiles espaciales para cuatro tiempos diferentes, ¢ = 10 ms,
t=12ms,t = 14 ms y t = 16 ms. Notar que el eje vertical estd en escala
logaritmica. (c)-(d) Perfiles temporales y espaciales, respectivamente, de la
funcién F(r,t) definida en la Ec. (6.4), con D¢, = 50 um?/s y p = 1000 s,
Sobre las curvas se indican los radios o tiempos, segtin el caso, a los que corre-
sponden los perfiles. Las curvas punteadas en (c) corresponden a r = 0,1 ym
pero usando p = 100 s~! (curva superior) y p = 10 s~! (curva inferior), y el
mismo valor de Dg¢,.
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valores diferentes de r (r =0, 7 = 0,7 um y 7 = 1 pum, respectivamente). De
este grafico vemos que para cada r existe un tiempo después del cual [Ca?*]
permanece practicamente constante. En la Fig. 6.2 (b) graficamos los perfiles
espaciales de [Ca?"] para cuatro tiempos diferentes (t = 10 ms, t = 12 ms,
t =14 msyt =16 ms). El eje vertical esta en escala logaritmica para poder
distinguir las pequenas diferencias entre perfiles sucesivos. Vemos entonces
que para t & 10ms, [Ca?*(r, t)] es practicamente estacionaria para r < 1um.
Este resultado, que corresponde a Io, = 0,5pA, se obtiene también para
otros valores de corriente. La solucién se aproxima a la estacionaria mas
rdpidamente cuanto més débil sea la fuente localizada de Ca?T. Como se de-
sprende de la Fig. 6.2 (b), la solucién estacionaria [Ca?"], decrece monétona-
mente con la posicién, r, como en el caso de difusiéon pura. Esto permite
invertir la funcién [Ca?*],(r) para obtener r([Ca%*],) y asi escribir cualquier
funcién de 7 como una funcién de [Ca?"|,. Dado que [Ca?T](r,t) ~[Ca?*],,
para tiempos muy cortos suficientemente cerca de la fuente, y que lo mismo
sucede con las concentraciones de todos los buffers que interacttian con Ca?t,
podemos escribir a M (el término definido en (4.1) que contiene todos los
mecanismos de remocién de Ca?", incluyendo las bombas y las reacciones
con los buffers) como funcién de [Ca®*]. Es decir, suficientemente cerca de
la fuente y luego de un tiempo relativamente corto puede suponerse que
M(r,t) ~ M(r([Ca®T])) = M([Ca®T]). Por lo tanto, para fuentes suficiente-
mente localizadas, la solucién, [Ca?t](r, t), de las ecuaciones (1.2)-(1.3) puede
aproximarse por una solucion de la ecuacion:

a[Cchﬂ = M([Ca™]) + DeaV2[Ca**] + Qo (6.1)

donde ahora M incluye las reacciones del calcio con todos los buffers, incluido
el indicador fluorescente.

Como mostramos en la Fig. 6.1, M ([Ca®"]) es, en muchos casos, aproxi-
madamente lineal, por lo que la Ec. (6.1) puede aproximarse por

d[Ca’T]

5 = —H(C] = [Ca’]o) + DouVP[Ca®™] + Qca,  (6:2)

donde p y [Ca?T]y son pardmetros constantes que se determinan a partir de
los datos experimentales (o simulados). La Ec. (6.2) es aparentemente sim-
ilar a la ecuacion obtenida dentro de la aproximacion de buffer en exceso,
Ec. (1.15) (ver Capitulo 1). Sin embargo, hay dos diferencias entre ellas. La
primera es que en la EBA sélo se reemplaza ) . R; por una funcién lineal
de la concentracion de calcio, mientras que aqui estamos reemplazando to-
dos los mecanismos de captura. La segunda y principal diferencia es que en
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nuestro abordaje M se obtiene a partir de ajustar los datos experimentales
o simulados (y no a partir de una aproximacién analitica a las ecuaciones
originales del modelo).

La mayor ventaja de la Ec. (6.2) es que posee una solucién analitica en
presencia de una fuente puntual ubicada en el origen, Qc, = 0¢ad(r) = (5,2 %
103uMpum?/pC)Ic,d(r), que se enciende en ¢ = 0 y permanece encendida. La
misma estd dada por (ver por ejemplo, [Pape et al, 1995, Pape et al, 1998]):

oc

[Ca2+] = [Ca”]wst + 47TT27‘ x exp(—r/X) x F(r,t), (6.3)

donde A = \/De¢o/p y

Flrt) =+ [er fe (

5 r — 2—T)xerfc +\/,LR>]

VA4Dc,t A (wm &)
6.4

F(r,t) = 0 para t = 0 (corresponde a [Ca’*"| = [Ca®T],est) ¥ F — 1 cuando
t = 00. Si F = 1 en el miembro derecho de la Ec. (6.3), obtenemos la
solucién estacionaria de la Ec. (6.2). Si u = 0, entonces A — oo y la Ec. (6.3)
se reduce a la Ec. (2.2). En la Fig. 6.2 (c)-(d) graficamos F(r,t) utilizando
Dcq = 50 um? /sy u = 1000 s~*. En (c) presentamos perfiles temporales para
tres radios diferentes y en (d) perfiles espaciales para tres tiempos diferentes.
Vemos que muy cerca de la fuente, para r = 0,1 ym (linea llena), F se
acerca rdpidamente a 1, es decir que [Ca?*] va también muy rdpidamente a su
solucion estacionaria. La rapidez con la que F — 1 disminuye al mirar puntos
mas alejados de la fuente, como se ve para r = 1 ym (linea cortada) y r =
2 pm (linea cortada y punteada). Las lineas punteadas en (c) corresponden
a perfiles temporales de F, para r = 0,1 um pero con p = 100 s~' (curva
punteada superior) y u = 10 s~ (curva punteada inferior). Se ve asi que para
un mismo valor de 7 la velocidad con la que [Ca?'] se acerca a la solucién
estacionaria disminuye al disminuir u. Los perfiles de la figura (d) indican
que al pasar mas tiempo con la fuente encendida, el calcio que se libera en el
origen va llegando a puntos cada vez mads lejanos, apartandolos de [Ca?*],s.

Jﬁ) + exp(

La solucién de la Ec. (6.2) en el caso de una fuente que estd uniformemente
distribuida sobre una esfera puede encontrarse, por ejemplo, en [Cong et al,
2004].
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Dca 220 ym?/s Dcan 50 pm?/s
[Blp 100 pM [Ca®*)yest 0,05 uM
kB 100,0 — 1,0 uM~ts7! kfff 1000,0 — 10,0 s7*
Ry 0,5 pum ts 3 ms
td 10 ms ICa 0,5 pA
R; 6,0 um T, 20 ms
Ar 0,1 ym At 107° s

Tabla 6.1: Pardmetros utilizados en las simulaciones con un unico buffer
correspondientes a la Fig. 6.3.

6.4 Probando la reduccion lineal con simula-
clones numeéricas

Exploramos ahora, numéricamente, en qué régimen de parametros la reduc-
cién lineal (6.2) da resultados adecuados y cémo es su comportamiento com-
parado con las “reducciones analiticas” que mencionamos en la Sec. 1.3 del
Capitulo 1. Con este fin simulamos numéricamente las Ecs. (1.2)-(1.3) en
presencia de un tnico buffer, sin otro mecanismo de remocién (¢rem = 0) y
para una fuente de la forma (2.4). Realizamos tres conjuntos de simulaciones
variando los pardmetros kv kJs ;o kb = 100pM~'s™', kZ; = 10005~
para el “Set A”; kI = 10uM~'s™', kZ; = 100s~" para el “Set B” y
kY = 1uM~'s™", kJ; = 10s~" para el “Set C”. Los otros pardmetros, que
se mantuvieron constantes, se enumeran en la Tabla 6.1. Las simulaciones se
iniciaron a partir de una distribucién uniforme de equilibrio para todas las
especies con el valor de reposo de la concentracién de Ca?t de 50 nM. Las
ecuaciones del modelo se resolvieron numéricamente utilizando un esquema
de diferencias finitas en una grilla con simetria esférica de longitud R; = 6um,
con pasos espacial y temporal de 0.1 um y 10° s, respectivamente. El tiempo
total de integracion es de 73 = 20ms.

Cada columna en la Fig. 6.3 corresponde a uno de los tres conjuntos de
simulaciones numéricas mencionados anteriormente. En la primera fila grafi-
camos M en funcién de [Ca®T| (tanto M como [Ca?'] son graficados con
una resolucién espacial igual a Ar, es decir 0,1 ym, y con una resolucién
temporal de 10 x At, es decir 0,1 ms), mientras la fuente estd encendida
(3 ms <t <13 ms). Para mostrar la aproximacién a la solucién estacionaria
(la que es més evidente en la Fig. 6.3 (a)), no interpolamos los puntos grafica-
dos. La curva con lineas cortadas en la Fig. 6.3 (a) corresponde a la solucién
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estacionaria respecto de la cual la diferencia con la simulacion numeérica es
del orden de 17% para ¢t &~ 12,8 ms y r < 0,5um. A partir de todos los puntos
contenidos en la Fig. 6.3 (a) se determiné la recta que mejor aproximara la
relacién entre M y [Ca®"]. Como hay muchos mds puntos cerca de la solucién
estacionaria, la recta obtenida es la que se indica en la figura con la palabra
“linear”. Se procedié andlogamente con las Figs. 6.3 (b) y (c). A partir de
ese ajuste lineal, se obtuvieron los pardmetros u y [Ca**]y que aparecen en la
Ec. (6.2). Se obtuvieron parametros similares (que diferfan en 7 %) si en lugar
de ajustar sélo los puntos de la simulacién para tiempos durante los cuales la
fuente estd encendida, se incluian también tiempos para los cuales ya estaba
apagada. Cuantificaremos mejor estas diferencias en la seccién siguiente. Por
comparacién, se grafica también la relacién lineal dada por la Ec. (1.15) que
se obtiene en la aproximacién EBA. Usando M = —pu([Ca%*]-[Ca?t];) con
los valores determinados a partir de las Figs. 6.3 (a)—(c) y la fuente de la
simulacién numérica original, integramos numéricamente la Ec. (6.2). Los re-
sultados de estas simulaciones se muestran en las Figs. 6.3 (d)—(i) con lineas
cortadas de trazo grueso. Los perfiles temporales corresponden a » = 0 ym
y los perfiles espaciales, a t = 12,8 ms. En todas estas figuras hay cinco cur-
vas diferentes: con linea llena, el resultado de integrar las Ecs. (1.2)-(1.3),
lo que denominamos RDEFE; con lineas punteadas, el resultado de integrar la
Ec. (1.8), denominado RBA; con lineas finas cortadas, el resultado de integrar
la Ec. (1.15), denominado EBA; con linea punteada y cortada, el resultado
de integrar las Ecs. (1.16)-(1.17), denominado NN; y finalmente, con linea
cortada de trazo grueso, el resultado de integrar la Ec. (6.2), denotada como
linear.

Los tres conjuntos de simulaciones corresponden a un buffer con igual
constante de disociacién, K = kJi;/kl = 10uM, y tasas de reaccién de-
crecientes al ir de izquierda a derecha en la Fig. 6.3. Puede verse entonces
que la aproximacién de la Ec. (6.2) mejora cuando el buffer es méas lento.
Lo mismo ocurre con la FBA. Por otro lado, como era de esperar, la RBA
empeora cuando el buffer es mds lento. En todos los casos, la aproximacion
NN es la que provee la mejor descripcién. Al ir de izquierda a derecha en
la Fig. 6.3, disminuye el tiempo que le lleva a [Ca?'] alcanzar su solucién
estacionaria (estando encendida la fuente). ;Qué es lo que hace que, dados
dos buffers con el mismo Ky, el sistema con el buffer de cinética mas lenta
sea el que tiende mas rapidamente a la solucion estacionaria? Este resultado
puede interpretarse en términos de la discusion de la Sec. 6.3. Si consider-
amos que el sistema puede describirse en forma aproximada por la Ec. (2.1)
(donde el término de fuente y el coeficiente de difusién son términos “efec-
tivos”), cuya solucién estd dada por la Ec. (2.2), vimos que la condicién
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para alcanzar el estado estacionario para un dado valor de r esta dada por
r/(V4Dt*) << 1, siendo t*(r) el tiempo a partir del cual la integral en (2.2)
se vuelve despreciable frente a 1. Por otro lado hemos mencionado que el
valor del coeficiente efectivo de difusion depende de la concentracion de cal-
cio libre (ver Fig. 7 en la Introduccién). Al ser menores los valores de k,,
y kosf, la concentracién de calcio libre alcanza niveles més altos (notar la
diferencia de escala en los ejes horizontales, y también en los verticales, de
las Figs. 6.3 (a), (b) y (c)), por lo tanto se espera un valor promedio mayor
para el coeficiente efectivo de difusién, D, y un tiempo menor en alcanzarse
el estado estacionario. Ahora bien, jcomo se explica entonces que la aproxi-
macién lineal funcione mejor cuando el buffer es més lento? En la Fig. 6.2 (c)
hemos descripto el comportamiento de la solucién analitica de la Ec. (6.2) al
variar el pardametro p, vimos que el mismo regula la velocidad con la que la
solucién tiende al estacionario. Al ser menores los valores de k,, y koff, nO
s6lo aumenta la concentracion de calcio libre sino que también disminuye la
magnitud del término M (que en el caso de la figura que estamos analizando
estd determinado exclusivamente por la reacciéon con el unico buffer presente
en las simulaciones), lo que hace que el valor de u decrezca notablemente
de izquierda a derecha (u = 3091, 1; 798,7 y 96,5, respectivamente). Asi es
como la simulacién a la que le corresponde mayor valor de u (Fig. 6.3 (a)),
y que por lo tanto ird mas rapidamente al estacionario dentro de la aprox-
imacién lineal que estamos estudiando, es la que en realidad tarda mas en
alcanzar dicho estacionario y esto explica por qué la aproximacién mejora al
ir de izquierda a derecha en la Fig. 6.3. Una explicacién similar es aplicable
en el caso de la EBA en donde p es reemplazado por k,[B]r.

6.5 Analisis de errores

Al principio de este capitulo presentamos un argumento para explicar por
qué, tanto en simulaciones numéricas como en datos experimentales, la suma
de todos los términos de remocién, incluidos los de reaccién con los buffers
(M), puede escribirse como una funcién sélo de [Ca?']. Este argumento
estd fuertemente ligado a la presencia de una fuente de [Ca?*] (encendida) y
localizada espacialmente. Sin embargo, la Fig. 6.3 indica que la Ec. (6.2) con
pardmetros p y [Ca?t]y fijos, puede describir la dindmica espacio-temporal
de [Ca?"] no sélo mientras la fuente localizada estd encendida y “cerca” de la
solucién estacionaria, sino también una vez que se apaga la fuente. Por esta
razén, investigamos, en primer lugar, qué rango de datos conviene usar para
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Figura 6.3: Secuencia de graficos comparativos para diferentes conjuntos de
simulaciones numéricas con un tnico buffer y una fuente de la forma (2.4)
que se enciende en ¢ = 3ms y se apaga en ¢t = 13ms. (a), (d), (g): k2 =
100 pM~'s7', ki, = 1000 s7 (b), (e), (h): k2, = 10 uM~'s™", Kkl =
100 s7% (c), (f), (i): k5, = 1 uM~'s™", kJ;; = 10 s7'. Para los demds
valores de los pardmetros, ver Tabla 6.1. (a)—(c): M en funcién de [Ca?®T]
(puntos), su ajuste lineal (“linear”) y la relacién —k2B [B]r[Ca®"] prescripta
por la EBA, ambas con linea llena. En (a) se muestra también la solucién
estacionaria (linea cortada). Perfiles temporales en r = 0pum ((d)—(f)) y
espaciales en ¢ = 12,8 ms ((g)—(i)) de [Ca®'] para RDE (lineas llenas), RBA
(lineas punteadas), EBA (lineas cortadas de trazo fino), NN (lineas cortadas
y punteadas) y aproximacién lineal (lineas cortadas de trazo grueso).



6. Reducciones observacionales: una ecuacion cerrada para el transporte de
calcio en presencia de “buffers” con solucién analitica 141

determinar M como funcién de [Ca®"] y hasta qué punto el ajuste obtenido
mientras la fuente estd prendida sirve para describir la dindmica una vez que
se apaga la fuente. Repetimos este andlisis para los tres conjuntos de simu-
laciones descriptos en la Tabla 6.1. En la Fig. 6.4 presentamos los resultados
correspondientes al “Set A” (k) = 100uM~'s™', kJ;; = 1000s7"), siendo
ahora t; = 80 ms.

En la Fig. 6.4 (a) graficamos M en funcién de [Ca?*] (con una resolu-
cién espacial igual a Ar, es decir 0,1 pm, y con una resolucién temporal
de 10 x At, es decir 0,1 ms), tanto mientras la fuente estd encendida (pun-
tos) como cuando se apaga (cruces). La fuente permanece encendida para
3 ms < t < 83 ms. Las curvas (rojas) sobre los datos son los distintos
ajustes de M ([Ca2T]), el objetivo de este anélisis es comparar la eficiencia
de cada uno de ellos. I (linea llena de trazo fino) es un ajuste lineal de los
datos correspondientes a tiempos para los cuales la fuente estd encendida
(puntos), tal como se hizo en las Figs. 6.3 (a)—(c); 2 (linea cortada) es un
ajuste lineal de todos los datos (puntos y cruces); 3 (linea cortada y pun-
teada) corresponde al ajuste lineal solamente de datos correspondientes a
tiempos para los cuales la fuente estd encendida y aproximadamente se ha
alcanzado el estado estacionario (desde t = 63 ms hasta ¢ = 83 ms); 4 (linea
punteada) es un ajuste lineal de datos correspondientes a un instante pos-
terior al apagado de la fuente; 5 (linea llena de trazo grueso) es un ajuste
del estado estacionario mediante un polinomio de orden 5. Para el caso de
ajustes lineales, se obtuvieron los pardmetros p y [Ca?*]y que aparecen en la
Ec. (6.2) y se integré numéricamente esta ecuacién. Para el caso 5, en el cual
la funcién de ajuste es un polinomio, se reemplazé M = —pu([Ca?*]-[Ca?T]o)
en la Ec. (6.2) por un polinomio de orden 5 en [Ca®']. Los resultados de
estas simulaciones se muestran en la Fig. 6.4 (b), donde comparamos perfiles
temporales de [Ca®*], para r = 0 um, para los diferentes ajustes de la figura
(a) (se utiliza el mismo tipo de linea que en esa figura) y para el resultado
de integrar las Ecs. (1.2)-(1.3), lo hemos denominado RDE. No se incluye el
caso 4 por claridad: con ese ajuste [Ca’"| alcanza valores de & 2,7 uM y eso
dificulta la visualizacion de las diferencias entre los demas perfiles. Se hace
evidente que las curvas provenientes de los distintos ajustes alcanzan el es-
tado estacionario mucho mas rapidamente que la curva RDE'y que, luego de
apagada la fuente, [Ca?*] decae a su valor basal también més rdpidamente
para los ajustes que para RDE. El ajuste 5 (ajusta el comportamiento no
lineal de M en funcién de [Ca®T] en el estacionario) es el que mejor aproxima
el valor estacionario de [Ca?"] y el que da una caida mas lenta posterior al
apagado. No hay diferencias notables entre los resultados de los ajustes 1y
2, que utilizan s6lo los puntos correspondiente a fuente encendida o todos los
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puntos, respectivamente. Este es un resultado positivo dado que en el analisis
de experimentos no es posible distinguir exactamente cuando ha finalizado
la liberacién y, por lo tanto, el ajuste de M en funcién de [Ca"] serd del
tipo del ajuste 2. El ajuste 3 aproxima mejor el valor estacionario de [Ca®"],
brinda mejores resultados que 1 y 2 pero no que 5, aunque comparandolo
con este tltimo, conserva la ventaja de ser un ajuste lineal, y con esto, la
Ec. (6.2) tiene solucién analitica.

Para cuantificar las diferencias entre el calculo completo, RDE, y los dis-
tintos ajustes, calculamos el error relativo A = |([Ca®*|rpr—[Ca?*t |uproz)|/[Ca* T | rDE-
En todos los casos (salvo en el del ajuste 4) el error relativo aumenta con la
distancia a la fuente, mientras la fuente esta encendida, y a la altura del “an-
cho a amplitud mitad” es menor al 10 %. El error relativo calculado de este
modo se hace muy grande en los tiempos para los cuales la fuente esta apaga-
da (entre 1,5 y 2). Sin embargo, es del orden de 0,3 si se compara la diferencia
[Ca?*]rpE-[Ca*"|aprox con el valor méximo que alcanza [Ca*t|(r = 0) a lo
largo del tiempo. El error relativo es mayor en la zona de la fuente, mien-
tras la fuente estd encendida, para el ajuste 5 que para los ajustes 1,2y 3,
pero es menor cuando la fuente estd apagada. Por otro lado, los ajustes 1,2
y & describen con igual eficiencia la solucién en la zona de la fuente, aunque
el ajuste 3 produce mayores errores en la zona fuera de la fuente antes de
que se alcance el estado estacionario. Haciendo un balance de los errores en
los distintos tiempos y regiones espaciales, concluimos que los ajustes 1y 2
son los mejores. No presentan diferencias significativas entre si y sus errores
son mayores en la zona fuera de la fuente antes de que se alcance el estado
estacionario y en los tiempos posteriores al apagado.

Este andlisis nos permite concluir que, al menos para el rango de pardmet-
ros explorados hasta ahora, da practicamente lo mismo ajustar M usando
todos los datos de una dada simulacién o sélo aquéllos que corresponden a
tiempos durante los cuales la fuente estd encendida. Todos los ajustes que
analizaremos a continuaciéon fueron hechos tomando todos los puntos de cada
simulacién por separado, como en el ajuste 2 (es decir, determinamos una
funcién M ([Ca?*]) por simulacién, a menos que se indique lo contrario).

Definimos a continuacién una nueva estimacién del error para cuantificar
las diferencias entre el cdlculo completo, RDE, y el reducido lineal:

— f |[Ca'2+]RDE - [Ca2+]linear| dr

€(t) TICa s dr (6.5)

A diferencia del error relativo definido anteriormente, este error integra las
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Figura 6.4: (a) M como funcién de [Ca?*], los puntos corresponden a tiempos
para los cuales la fuente esta encendida, las cruces a tiempos para los cuales
la fuente esta apagada. Las curvas (rojas) sobre los datos son distintos ajustes
de los mismos: I (linea llena de trazo fino) ajuste lineal de los datos corre-
spondientes a fuente encendida (puntos); 2 (linea cortada) ajuste lineal de
todos los datos (puntos y cruces); & (linea cortada y punteada) ajuste lineal
de datos correspondientes a tiempos para los cuales la fuente estd encendida
y aproximadamente ha alcanzado el estado estacionario (desde ¢ = 63 ms
hasta ¢t = 83 ms); 4 (linea punteada) ajuste lineal de datos correspondientes
a un instante posterior al apagado de la fuente; 5 (linea llena de trazo grueso)
ajuste del estado estacionario mediante un polinomio de orden 5. (b) Com-
paracién de los perfiles temporales de [Ca?T], en r = 0 um, para RDE (lineas
negras llenas) y para los distintos ajustes, para los que se utiliza el mismo
tipo de linea que en (a). No se incluye el caso 4 por claridad: con ese ajuste
[Ca?T] alcanza valores de ~ 2,7 uM y eso dificulta la visualizacién de las
diferencias entre los demas perfiles. La fuente se enciende en ¢ = 3ms y se
apaga en t = 83 ms.
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diferencias espaciales. Por lo tanto, provee una medida promediada de la
distancia entre la solucién completa y la aproximada.

A continuacién investigamos la eficacia de la Ec. (6.2) en describir la
dindmica de [Ca?'] para distintos valores de los varios pardmetros que in-
tervienen en los modelos. Con este fin, realizamos simulaciones numéricas de
los mismos modelos que en el Capitulo 5 (Tablas 5.1 y 5.2), dejando todos
los parametros fijos en los valores de la Tabla 5.1 o 5.2 salvo dos de ellos,
que se varian para determinar la sensibilidad de la aproximacién al valor
numeérico de esos pardametros. Las Figs. 6.5, 6.6 corresponden al modelo con
Ca?*, un indicador fluorescente y un buffer extra (Tabla 5.1) y la Fig. 6.7 al
modelo modificado de [Baylor et al., 2002] (Tabla 5.2). En la mayoria de las
figuras, el andlisis de errores se presenta como lineas de contorno que indican
el valor de €(t) definido en Ec. (6.5) para algin valor especificado de ¢, en
un dado espacio de parametros. A menos que se indique lo contrario, la in-
tegral espacial en €(t) se hace para todo el largo de la grilla, i.e, desde r = 0
hasta r = R; = 1,5 um. Las lineas de contorno definen regiones de validez
para la reduccién lineal, dependiendo de cudnto error pueda tolerarse segin
la aplicacién particular.

En la Fig. 6.5 analizamos la dependencia del error con las constantes de
reaccién del indicador fluorescente, k2 y kof ;- Estos dos pardmetros fueron
variados desde 100 hasta 1000, en las unldades correspondientes (uM~'s™
para k2 y s7! para kof f) Los otros parametros de las simulaciones se man-
tuvieron como en la Tabla 5.1 (excepto por k; = 50 uMs™!), eligiendo
Ico = 0,1pAy ty = 10ms. Las Figs. 6.5 (a), (b) y (c) muestran las lineas de
contorno del error para €(t1), €(t2) y €(t3), respectivamente, donde t; = 4 ms,
ta = 12ms y t3 = 13,5ms. Dado que la fuente estd encendida desde ¢t = 3
hasta ¢t = 13 ms, €(¢;) representa el error poco después de haber comenzado
la liberacidn; €(ty), justo antes de que se apague la fuente y €(¢3), cuando la
fuente de iones de calcio se ha apagado. Para un dado valor de k2, el error
aumenta al aumentar k2 s mientras que sigue la tendencia opuesta si se deja
fijo koff y se aumenta k.. En términos de KP = kB /kon, B es 1gual a
1M sobre la diagonal que va desde k2 = 100puM~ 15_1 kJ:; = 100s~" hasta
kD = 1000pM~'s7h k), = 10005‘1; es mayor sobre la diagonal y menor
debajo de ella (toma el valor 10uM -0 0,1uM- en el limite superior izquierdo
-0 en el limite inferior derecho- de este espacio de parametros k —kB). Se
puede decir que, principalmente, el error aumenta cuando aumenta K B . En
los paneles (a) y (b) el error no es mayor que 0,1 (lo cual puede interpretarse
como un 10 % de error), mientras que en el panel (c¢) llega hasta 0,4.
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Figura 6.5: Dependencia del error con las constantes de reaccion del indicador
fluorescente, kJ), y k% ;. Modelo de la Tabla 5.1 con I, = 0,1pA y tq = 10ms,
donde se varfan k) 'y kJ%;. (a), (b), (c): lineas de contorno del error para
€(ty = 4ms), €(ty = 12ms) y €(t3 = 13,5ms), respectivamente. La fuente
estd encendida desde ¢t = 3 hasta t = 13ms. (d), (e): lineas de contorno del

error para ty = 12ms pero integrando: sélo dentro de la fuente (d) y sélo
fuera de la fuente (e).
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Las Figs. 6.5 (d) y (e) muestran las lineas de contorno del error para
to = 12ms pero en este caso integrando: s6lo dentro de la fuente (d) y sélo
fuera de la fuente (e). La tendencia de los errores es la misma que en (a)
y (b). Obtenemos errores que no son mayores al 2% integrando sélo dentro
de la fuente, mientras que llegan hata el 16 % integrando sélo fuera de ella.
El objetivo de estas figuras es distinguir dénde la aproximacién funciona
mejor: parece ser mucho mas eficiente cuando la fuente estd encendida, y
especialmente eficiente dentro de la fuente. Esta tltima observacién no tiene
demasiada relevancia desde el punto de vista del anélisis y procesamiento de
senales experimentales, debido a que la extension espacial de la fuente no llega
a resolverse en los experimentos dada la resolucién espacial de los mismos
[Demuro and Parker, 2003, Ventura et al., 2005a]. La principal conclusién de
esta figura es que la aproximacion lineal brinda una descripcion confiable de
la evolucién de [Ca®"] en presencia de una fuente localizada, cuando esta
fuente estd encendida, generando errores que no superan el 10 o el 16 %
(dependiendo de cémo se computa el error) para este modelo particular y
una dada eleccion de parametros.

En la Fig. 6.6 (a) analizamos la dependencia del error con los coeficientes
de difusion del calcio libre y del indicador fluorescente, D¢q ¥ Daye, respec-
tivamente. Estos dos pardametros fueron variados desde 50 hasta 320 pum?/s.
Los otros parametros de la simulacién se mantuvieron como en la Tabla 5.1.
Se muestran las lineas de contorno del error para t = 12ms (la fuente estd en-
cendida desde t = 3 hasta ¢ = 13 ms). El error no se ve afectado sensiblemente
al variar Dc¢,, mientras que decrece al aumentar Dgy,. Este es un resultado
positivo dado que en un experimento real no se tiene control sobre el co-
efiente de difusién del calcio libre pero, contrariamente, si es posible elegir
entre diferentes indicadores fluorescente. Ain en el peor de los casos, el error
no supera el 5%.

En la Fig. 6.6 (b) analizamos la dependencia del error con la magnitud,
Icq, v la duracion, tg4, de la fuente. La corriente esta en el rango 0,1-1,9 pA
y la duracién, en el rango 1-10 ms. Nuevamente, los demas parametros de
la simulacién se mantienen como en la Tabla 5.1. Las lineas de contorno del
error se muestran, en este caso, para t = 4ms, un tiempo para el cual la
fuente esta encendida para todos los valores de t,; considerados. En este caso
el error no se ve afectado sensiblemente por cambios en ¢; pero aumenta al
aumentar I¢,. Como antes, atin en el peor de los casos, el error no es superior
al 5%. También hemos estudiado cdmo cambian los errores en este espacio
de pardmetros tq — I¢, al cambiar los valores de los parametros Ry o [B]r,
que son el radio de la fuente esférica de iones de calcio y la concentracién to-
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Figura 6.6: (a) Dependencia del error con los coeficientes de difusién del
calcio libre y del indicador fluorescente, D¢y ¥ Daye, respectivamente, para el
modelo con Ca?*t, un indicador fluorescente y un buffer extra. Los pardmetros
de la simulacién son los de la Tabla 5.1. Lineas de contorno del error para
e(t = 12ms) (la fuente estd encendida desde ¢ = 3 hasta t = 13 ms). (b)
Dependencia del error con la magnitud, I¢,, y la duracién, ¢4, de la fuente,
para el modelo con Ca?*, un indicador fluorescente y un buffer extra. Los
parametros de la simulacién son los de la Tabla 5.1. Lineas de contorno del
error para €(t = 4ms) (la fuente estd encendida desde ¢t = 3 hasta t = 3 ms +
tq). I corresponde a Icq. (¢) M vs. [Ca?*t] (circulos) y su mejor ajuste lineal
(linea llena) para la simulacién indicada con un asterisco en (b). (d) Perfiles
de calcio libre para RDE (linea llena) y la aproximacién lineal (linea cortada)
para la misma simulacion. Panel superior, perfil temporal para » = 0; panel
inferior, perfiles espaciales para t; = 4 ms (izquierda) y to = 10 ms (derecha).
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tal del indicador fluorescente, respectivamente (no se muestran estos datos).
Variando Ry desde su valor en la Fig. 6.6 (b), 0,05 pum, hasta 0,1 um, obten-
emos errores en el rango 0,01-0,06. Variar [B]r desde 40 hasta 100 M no
produce cambios en el analisis de errores.

Las Figs. 6.6 (c) y (d) corresponden al asterisco en el espacio de pardmet-
ros tq — Ig, en (b): una simulacién numérica con pardmetros como los de la
Tabla 5.1 pero con t; = 8ms e Ic, = 0,3pA (en este caso la fuente estd en-
cendida desde t = 3 hasta t = 11 ms). En (¢) mostramos M como funcién
de [Ca®*] (circulos) y su mejor ajuste lineal (linea llena). La Fig. 6.6 (d)
compara perfiles de concentracién de calcio libre para RDE (linea llena) y
la aproximacién lineal (linea cortada). El panel superior es un perfil tempo-
ral para r = 0; los paneles inferiores son perfiles espaciales para t; = 4 ms
(izquierda) y to = 10 ms (derecha). Las diferencias entre ambas soluciones
son indistinguibles en la escala de la figura.

A continuacién, repetimos algunos de los analisis presentados en la Fig. 6.6
pero para el modelo de Baylor modificado introducido en el Capitulo 5 (Tabla
5.2). En la Fig. 6.7 (a) analizamos la dependencia del error con la magnitud,
Icq, y la duracién, t4, de la fuente. Como antes, la corriente estd en el rango
0,1-1,9 pA y la duracién, en el rango 1-10 ms. Los errores son ahora mas
sensibles a los valores de ¢4 que lo observado en la Fig. 6.6 (b). Mientras que
en ese caso los errores estaban en el rango 0,01-0,05, ahora estan en el rango
0,08-0,16. Las Figs. 6.7 (b) y (c) corresponden al asterisco en el espacio de
pardmetros tg — Ic, de (a): 8 ms y 0,3 pA. En (b) mostramos R en funcién
de [Ca?*] (circulos) y su mejor ajuste lineal (linea llena). La Fig. 6.7 (c)
compara los perfiles de calcio libre para RDE (linea llena) y la aproximacién
lineal (linea cortada). El panel superior es un perfil temporal para r = 0,
los perfiles inferiores son perfiles espaciales para t; = 4 ms (izquierda) y
to = 10 ms (derecha). Las diferencias entre ambas soluciones son ahora més
apreciables que en la Fig. 6.6 (d).

6.6 Un modelo que separa propiedades in-
trinsecas de corriente

Las Figs. 6.5-6.7 fueron hechas comparando la solucién numérica del modelo
completo con la de la Ec. (6.2), donde los pardmetros de esta tltima (u y
[Ca?T]y) fueron determinados a partir de ajustar M como una funcién lineal



6. Reducciones observacionales: una ecuacion cerrada para el transporte de

calcio en presencia de “buffers” con solucién analitica 149
(a) (b)
10 : : x 10

ty (ms)

(o)) [e0]

S

*
4
\0 ,
22
\0.12

M(uM/s)

~ 9
> N
3 N
~ Q|
45
S
= 0 .
g brys's o o 8
9 = ;!Oo o o ;
~—~ HU
3 4
—45
“ Ny o o
O, 2rHa 9 5 v g
Q lofoo ° /Q P o
0 0.5 1 15

Figura 6.7: (a) Dependencia del error con la magnitud, I¢,, y la duracidn,
tq, de la fuente, para el modelo con varios buffers. Los pardmetros de la
simulacién son los de la Tabla 5.2. Lineas de contorno del error para e(t =
4ms). I corresponde a Ig,. (b) M vs. [Ca’*| (circulos) y su mejor ajuste
lineal (Iinea llena) para la simulacién indicada con un asterisco en (a). (c)
Perfiles de calcio libre para RDFE (linea llena) y para la aproximacién lineal
(linea cortada) para la misma simulacién. Panel superior, perfil temporal
para r = 0; paneles inferiores, perfiles espaciales para t; = 4 ms (izquierda)
y ta = 10 ms (derecha). (d) Igual que (a) pero utilizando un tnico par de
valores, pu y [Ca®*]y, para todas las simulaciones. u y [Ca?t], se obtuvieron de
ajustar linealmente la simulacién correspondiente a I, = 1,9pA y t; = 10ms.
Notar que el méximo error en este caso es de 0,24 mientras que en (a) es de
0,16.
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de [Ca®"] para cada simulacién por separado. Es decir, cada uno de los pun-
tos de las figuras donde se grafican las curvas de nivel de €(t) corresponde
a un conjunto diferente de pardmetros (u, [Ca*"]y). Tiene sentido que p y
[Ca?T], varfen con pardmetros intrinsecos de los buffers, como las constantes
de reaccién. Sin embargo, si u y [Ca®>T]y (y, por lo tanto, M) dependen de
las propiedades de la inyeccién de [Ca®"] (I¢, y t4), la Ec. (6.2) pasa a tener
un caracter principalmente descriptivo, similar, en cierto modo, al abordaje
del Cap. 2, en donde cada experimento requeriria de una descripciéon con
parametros distintos a determinar a partir del propio experimento. Como
apuntabamos en ese capitulo, una de las motivaciones de nuestro abordaje es
la de poder separar los efectos sobre el transporte de Ca?* debidos a proce-
sos intrinsecos al citosol de la intensidad y temporalidad del ingreso de Ca?*.
Llamamos “procesos intrinsecos” a aquéllos cuyas caracteristicas permanecen
inalteradas si se mantienen las concentraciones totales de buffer y bombas
y los fenémenos que afectan sus constantes de reaccién. Poder separar los
procesos intrinsecos de las caracteristicas de la corriente de Ca?" es, desde
el punto de vista matematico, encontrar un modelo que es independiente de
una solucién particular y que reproduce un abanico de soluciones reales posi-
bles asociadas a diversas corrientes de Ca?*. Un modelo reducido con estas
propiedades no sélo es descriptivo, sino también, predictivo, y eso incremen-
ta su importancia. Si bien el modelo méas “descriptivo” podria, en principio,
ser usado para estimar la corriente de Ca?* en iméagenes de fluorescencia, la
limitada cantidad de datos que pueden extraerse a partir de un tinico puff o
senal localizada hace que sea preferible poder agrupar datos provenientes de
muchos eventos distintos. Un modelo que separa las propiedades intrinsecas
permitiria agrupar datos provenientes de distintos eventos para inferir la cor-
riente de Ca?* en cualquiera de ellos. Este tipo de razonamiento fue el que
nos llevo a intentar el abordaje de los Capitulos 4 y 5. La ventaja del nuevo
modelo reducido (dado por la Ec. (6.2)) respecto del explorado en estos otros
capitulos es el hecho de que posee soluciones analiticas.

Investigamos entonces la habilidad del modelo definido por la Ec. (6.2))
para reproducir soluciones correspondientes a distintas corrientes de Ca?"
(tanto en intensidad como en duracién) usando un tnico par de valores, u
y [Ca?*]y. Con este fin reobtuvimos las lineas de contorno del error de las
Figs. 6.6 (b) y 6.7 (a) (espacio de pardmetros t; — I¢,) usando para todas
las simulaciones del plano los valores de u y [Ca?']y obtenidos al ajustar
linealmente una tnica simulacién. Se tom6 como simulacién de ajuste alguno
de los cuatro vértices del plano en estudio, es decir v; = (I = 0,1 pA;ty =
1ms), vo = (0,1 pA;10ms), v3 = (1,9pA; 1 ms), y v4 = (1,9pA;10ms). En el
peor de los casos, los errores pasaron de 0,16 a 0,24. Este caso corresponde al
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modelo de Baylor modificado, usando al punto v; como simulacién de ajuste.
Las lineas de contorno se presentan en la Fig. 6.7 (d). Para el modelo con
Ca?*, un indicador fluorescente y un buffer extra, en el peor de los casos
(que corresponde a usar el punto v, como simulacién de ajuste) el error pasa
de 0,05 a 0,1. A partir de estos resultados concluimos que, para el rango
de intensidades y duraciones estudiados, el modelo de la Ec. (6.2)) es capaz
de separar propiedades intrinsecas de propiedades de las corrientes de Ca?*
manteniendo valores tolerables para los errores.

6.7 Habilidad de la ecuacion de evolucion lin-
eal para describir la dinamica observada
experimentalmente en puffs y sparklets

Probamos ahora la validez de la Ec. (6.2) para describir la dindmica del
[Ca?*] determinada a partir de imdgenes de fluorescencia verdaderas. Més
especificamente, nos concentramos en las situaciones experimentales corre-
spondientes a la Fig. 6.1. Ambos tipos de experimentos fueron realizados en
ovocitos de Xenopus laevis, en presencia de 40 uM del indicador fluorescente
fluo-4 dextran de baja afinidad. En (b) también se utilizaron 300 uM de EG-
TA. Los experimentos de la Fig. 6.1 (a) corresponden a sparklets debidos al
ingreso de Ca?" a través de canales tipo N expresados en la membrana del
ovocito mientras que los de la Fig. 6.1 (b) corresponden a puffs evocados por
IP3. Las figuras contienen datos provenientes de 8 eventos localizados en (a) y
6 en (b). De acuerdo a las estimaciones del algoritmo del Capitulo 5, los even-
tos de Fig. 6.1 (a) y (b) corresponden a corrientes, I, que varian entre 0,11
y 0,14 pA y entre 0.4 y 1.2 pA, respectivamente. Ajustando M ([Ca®T]) medi-
ante las rectas que se muestran en las figuras, estamos usando un tnico par
de valores (u,[Ca?t]y) para cada conjunto de eventos. Por lo tanto, estamos
suponiendo que, al menos dentro del rango de corrientes que abarcan ambos
conjuntos, una misma ecuacién de evolucién describe la dindmica de [Ca?*]
para cada uno de estos eventos. Usando esta aproximacién de M ([Ca®T]) y
determinando el valor de ()¢, como se detalla en el Capitulo 5, hacemos sim-
ulaciones numéricas de la Ec. (6.2) y las comparamos con las observaciones
experimentales.

En la Fig. 6.8 mostramos los resultados de este andlisis para los datos
experimentales de la Fig. 6.1 (a). Utilizando el ajuste indicado en esa figura
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Figura 6.8: Resultados de la integracién de la Ec. (6.2) para los datos ex-
perimentales de la Fig. 6.1 (a). Perfiles simulados con linea cortada, perfiles
experimentales con linea llena. (a) Perfiles temporales para r = 0. (b) Perfiles
espaciales para los dos picos temporales en (a).
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y una versién simplificada, constante a trozos (en el espacio y el tiempo),
de Q¢q, elegida de modo de generar con ella corrientes medias similares a
las dadas por el algoritmo de reconstruccién (ver Capitulo 5), se obtuvieron
los perfiles temporales y espaciales (linea cortada) de la Fig. 6.8, que se
comparan con los experimentales (linea llena). Los perfiles temporales en (a)
corresponden a r = 0 y los espaciales en (b) corresponden a los dos picos
temporales que se observan en (a).

Los resultados en esta seccion indican que el nuevo enfoque descripto en
este capitulo funciona eficientemente al ser aplicado a datos reales, siempre
que estos datos correspondan a fuentes de calcio suficientemente localizadas.
Ademas de constituir una validacion experimental del método, estos resulta-
dos evidencian la eficiencia del mismo para el procesamiento y caracterizacion
de senales de calcio experimentales.

6.8 Usando la nueva descripcion dinamica para
re-analizar los puffs sintéticos introduci-
dos en el Cap. 2

El uso de la Ec. (6.2) en la seccién anterior tiene un cardcter descriptivo:
nos muestra que la dindmica de [Ca®"] que se puede derivar de las imagenes
de fluorescencia experimentales puede ser descripta, correctamente, por la
Ec. (6.2). Ahora bien, una de las propiedades fundamentales de la Ec. (6.2)
es su sencillez y el hecho de que posee soluciones analiticas. Esto es una
ventaja para poder extraer informacién cuantitativa a partir de imagenes
de fluorescencia, en el espiritu del algoritmo del Capitulo 5, pero usando
una ecuacion mas sencilla. En esta seccion presentamos un andlisis prelimi-
nar de los puffs sintéticos introducidos en el Capitulo 2 usando la Ec. (6.2)
para extraer informacion cuantitativa. A diferencia de lo que haciamos en el
Capitulo 2, en este nuevo andlisis no suponemos ni que que el transporte de
Ca?* en el citosol es puramente difusivo ni que el Ca?* libre y el colorante
se encuentran localmente en equilibrio en cada instante.

Como discutimos en detalle en el Capitulo 5, la fluorescencia no se rela-
ciona directamente con la concentracién de Ca?* libre, sino con la de Ca?*t
ligado al indicador. Desde el punto de vista de la dindmica de [Ca?'], el in-
dicador actiia como un buffer més que “remueve” Ca?* libre y cuyo efecto
estd incluido en el término M usado en este capitulo. La relacion lineal en-
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tre M y [Ca?*] nos lleva a suponer que cada término correspondiente a la
reaccién con un buffer particular debe poder aproximarse también por una
funcién lineal de [Ca?*]. Por lo tanto, esperamos que el término de reaccién
con el colorante, Rp, pueda aproximarse como:

R = —kon #[Ca®*|(Blr.s~[CaBr))thoss p[CaBr] = —a([Ca>*]~[Ca**),

(6.6)
donde « y [Ca?*]* son dos constantes. En efecto, hemos verificado esta
relacién tanto para eventos simulados numéricamente, como para eventos
reales. En la Fig. 6.9 mostramos graficos de Rp en funcién de la concen-
tracion de calcio para tres de los puffs sintéticos descriptos en el Capitulo 2,
todos ellos de 50 ms de duracién, y con las corrientes totales que se indican en
la figura. En la Fig. 6.9, [Ca?*] es determinada como en el Paso 2 del algorit-
mo introducido en el Capitulo 5, usando para el colorante, Oregon Green, los
pardmetros que caracterizan a fluo-3, ko, r = 80 pM~ts™!, koppp = 90 571
(ver [Izu et al., 2001]) y D r = 200 um?s™*.

A partir de la Ec. (6.6) podemos escribir la concentracién de Ca?* ligada
al indicador, [CaBr|, como funcién de [Ca?*]. Obtenemos:

—a + ko [Blr) [Ca*t] + a[Ca®t]*
koff + kon[Ca2+] ’

donde suprimimos el subindice F' para “alivianar” la notacién: de ahora en
maés en este capitulo, [CaB] serd la concentracién de calcio ligado al indicador
fluorescente. Por lo tanto, conociendo las constantes de reaccion que carac-
terizan al indicador y determinando o y [Ca®*]* a partir de los experimentos,
podemos escribir [CaB] como una funcién lineal de [Ca?*].

[CaB] = ( (6.7)

Combinando las Ecs. (6.3)-(6.4) y la Ec. (6.7), tenemos una expresion
analitica para [CaB| como funcién del tiempo y la posicién. Esta concen-
tracion es la que debe ser comparada con la fluorescencia medida. Asi, pode-
mos computar el ancho completo a amplitud mitad (FWHM) para compara-
rlo con el medido en los experimentos de puffs sintéticos descriptos en el
Cap. 2. A partir de (6.7) se deduce que [CaB] alcanza su maximo, [CaB]mnqz,
para el mismo valor de r para el cual lo hace [Ca®"], es decir, r = 0. Dadas
las corrientes que se usan en los experimentos, podemos despreciar [Ca®"] s
y [Ca®**]* (tanto en 7 = 0 como en el sitio de la amplitud mitad). Obtenemos

entonces:
—o + kon [B]T

k(m ’
mientras que el valor de [CaB] en la posicién de la amplitud mitad, r*,
puede obtenerse insertando las Ecs. (6.3)-(6.4) en la Ec. (6.7) y pidiendo

[CaBlmez = (6.8)
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Figura 6.9: Graficos del término de reaccién con el indicador fluorescente,
Rp, en funcion de la concentracion de calcio, para tres eventos sintéticos en
los cuales la duracién del pulso fue de 50 ms y la corriente total inyectada
es de 500, 600 y 700 pA, respectivamente. Con puntos se indican los datos
experimentales y las lineas llenas son ajustes lineales de los datos.
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[CaB](r*) = [CaBlmaz/2- De esta forma resulta:

* UCa

= m&fp(—’f‘ /)\)f(T ,t), (69)

r
que es una ecuacién implicita para 7*, donde F estd definida en la Ec. (6.4) y
A = /D¢, /u. Cabe notar que en r* se ha perdido la dependencia con a. Por
supuesto, todas estas expresiones son validas mientras la fuente estd encen-
dida. Asi, si la fuente esta encendida por un largo tiempo, como sabemos que
F tiende a 1 cuando t — oo, r* ird hacia un valor asintético al aumentar el
tiempo de inyeccién (valor dado por r* = (0¢q/4m Do Kg)exp(—r*/A)), una
caracteristica que se observa en los experimentos.

En resumen, los pasos seguidos para obtener la corriente a partir de
imagenes fluorescentes con este nuevo abordaje son:

1. utilizar el Paso 1 del algoritmo del Capitulo 5 para obtener [CaB] a
partir de los datos de fluorescencia;

2. calcular FWHM para distintos tiempos en la senal de [CaB];

3. obtener los valores de 0¢q, Deog v 14 en la Ec. (6.9) que mejor ajustan
la curva experimental de FWHM en funcion del tiempo.

En la Fig. 6.10 se muestran los datos experimentales que fueron ajusta-
dos con la Ec. (6.9). Se grafica FWHM en funcién de la duracién del pulso
para diferentes valores de la corriente inyectada (la corriente total que fluye
a través de la pipeta): 400, 900 y 1900 pA. Usando la expresién dada por
la Ec. (6.9) para r*=FWHM/2, es posible buscar los valores de la corriente
de Ca’", I, (o bien de 0¢,), del coeficiente de difusién del calcio, D¢,
y de u que mejor ajustan los datos experimentales. Como discutimos en la
Sec. 6.6, una ecuacién de la forma (6.2) con un tnico valor de D¢,, y de p
y [Ca?*]y (en este andlisis estamos despreciando [Ca?*]y) puede describir la
dindmica de [Ca?*] con un error menor al 24 % en presencia de corrientes
de Ca?* dentro del rango 0,1-1,9 pA. Los experimentos analizados en la
Fig. 6.10 abarcan un rango mayor de corrientes. En particular, los primeros
intentos de ajuste hechos suponiendo D¢, = 220um?s~! y ajustando u e
Ic,, nos dieron curvas donde FWHM alcanzaba una situacion estacionaria
mucho mas rapidamente que la observada experimentalmente. Por este mo-
tivo, decidimos ajustar I, Dca, vy @ para cada curva por separado, como
primera aproximacion al problema. Siguiendo este procedimiento y usando
los valores numéricos que caracterizan al colorante, Oregon Green, como en
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Figura 6.10: Datos experimentales y curvas obtenidas con el modelo (lineas
llenas), correspondientes a FWHM en funcién de la duracién del pulso, para
diferentes valores de la corriente inyectada. El tiempo estd medido en ms y
FWHM en pum. La curva inferior corresponde a 400 pA de corriente total
inyectada, la curva siguiente a 900 pA y la superior a 1900 pA.

la Fig. 6.9, obtuvimos las curvas que se grafican con linea llena sobre los
datos experimentales en la Fig. 6.10. Los valores de I¢,, Do, ¥ 14 correspon-
dientes a estos ajustes (que son, necesariamente, valores efectivos) se indican
en la Tabla 6.2. Los valores entre paréntesis en la columna de I, represen-
tan el porcentaje de la corriente total inyectada que se debe a calcio. Vemos
entonces que, a pesar de que estos valores pueden corresponder a corrientes
efectivas, los porcentajes son mucho mejores que los obtenidos en el Cap. 2
y estan practicamente dentro del rango esperado por los experimentadores
(5-10%). Estos resultados no se modifican significativamente si en lugar de
usar la solucién (6.3) que diverge en r = 0, estimamos el valor méximo que
alcanza la concentracién de calcio en la boca de la pipeta, [Ca*"](r = 0), uti-
lizando la solucidn estacionaria en presencia de una fuente esférica, Ec. (2.5).
Con esta consideracién, la expresién dada por la Ec. (6.9) pasa a ser:

o 4R
* — _ * * . -1
r (47TDCaKd + 3 ) exp(—r* /X)) F(r*,t) (6.10)

Considerando que el tamano de la boca de la pipeta puede estar en el rango
0,1 — 1,0 um, obtenemos resultados similares a los de la Tabla 6.2.
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Tabla 6.2: Resultados del procedimiento de ajuste que se muestra en la
Fig. 6.10.

Corriente inyectada [pA] I (pA) Deq [pm?s™t  pls™!]
400 8,8(2,2%) 9,0 30,2
900 25,03 (2,8 %) 64,0 25,0
1900 88,06 (4,6 %) 81,0 36,0

6.9 Discusion y conclusiones

En este capitulo hemos analizado qué es lo que permite reemplazar el ansatz
del Capitulo 4 (Ec.(4.4)) por una tunica funcién k([Ca®']), viendo que la
causa estd en el ingreso muy localizado de calcio y en la consecuente rapidez
con la que el sistema tiende a una solucién estacionaria. Mas atin, hemos
visto que el término k([Ca?*]) puede ser aproximado por una funcién lineal.
De este modo, la descripcién de la dindmica del Ca?T en presencia de una
fuente cuasi-puntual y de diversos buffers y mecanismos de remocién, se re-
duce a una tnica ecuacién dindmica para [Ca?*] que es lineal en [Ca®*] y
que, por lo tanto, posee solucién analitica (mientras la fuente permanece “en-
cendida”). Se investigaron los limites de aplicabilidad de este nuevo enfoque
utilizando simulaciones numéricas y datos experimentales, encontrando un
buen funcionamiento en ambos casos.

Al probar esta reduccion lineal con datos numéricos, pudimos cuantificar
el error cometido al reemplazar el conjunto completo de ecuaciones de evolu-
cién (Ecs. (1.2)-(1.3)) por la ecuacién reducida (Ec. (6.2)), para diferentes
modelos de la dindmica del calcio que incluyen distintos mecanismos de cap-
tura. Se estudi6 este error en funcion de los parametros involucrados en los
modelos numéricos, encontrando, ain en los casos mas desfavorables, muy
buen acuerdo entre las descripciones completa y reducida. Encontramos que
la Ec. (6.2) puede describir la dindmica espacio-temporal de Ca?* no sélo
mientras la fuente localizada estd encendida y “cerca” de la solucién esta-
cionaria, sino también una vez que se apaga la fuente. Vimos también que en



6. Reducciones observacionales: una ecuacion cerrada para el transporte de
calcio en presencia de “buffers” con solucién analitica 159

este nuevo enfoque es posible separar parametros intrinsecos de los relaciona-
dos a las corrientes de Ca?T, lo cual lo convierte en un modelo no solamente
descriptivo, sino también predictivo.

La aplicacién de la reduccion lineal a senales de calcio experimentales
provenientes de fuentes de calcio suficientemente localizadas, ha puesto en
evidencia que M queda bien descripto por una funcién lineal de [Ca?*]
(Fig. 6.1). Més atin, hemos puesto a prueba la descripcién lineal mediante
la integracién de la ecuacién dindmica (Ec. (1.2)), utilizando el ajuste lin-
eal para M = ). R; + @rem- El resultado positivo de esta integraciéon con-
stituye una validacion experimental de la descripcion lineal. Por otro lado,
también hemos utilizado la descripcion reducida presentada en este capitulo
para re-analizar los puffs sintéticos del Capitulo 2. Si bien este estudio es atin
preliminar, se obtuvieron valores de corriente dentro del rango esperado.

Finalmente, la descripciéon reducida presentada en este capitulo, que pertenece

a la clase de reducciones que se obtienen a partir de datos, en contraposicion
a las que se obtienen a partir del modelo en diferentes regimenes, resulta
entonces de interés porque no requiere conocimiento cuantitativo detallado
de todos los procesos involucrados, tiene muy pocos parametros y éstos se
obtienen ajustando datos. La caracteristica que la distingue es la hipétesis
de que la suma de todos los mecanismos de captura, lo que hemos denomina-
do M, puede ser aproximada por una funcién de [Ca’"|, y que esta funcién
resulta, en muchos casos, aproximadamente lineal. Esto le agrega la enorme
ventaja de ser una aproximacion con soluciéon analitica, lo cual permite el
desarrollo de un algoritmo alternativo y mucho mas sencillo de implementar
que el presentado en el Capitulo 5 para inferir la corriente de Ca?* a partir
de imagenes fluorescentes.



Capitulo 7

Conclusiones

Esta tesis ha sido dedicada al andlisis y modelado matematico del trans-
porte de calcio en el citosol celular. El calcio es un ion fundamental en los
mecanismos de senalizaciéon que usan las células. Debido a que la perma-
nencia prolongada de altas concentraciones de calcio libre llevan a la muerte
celular, las células usan una gran variedad de mecanismos para disminuir esa
concentracion y limitar su elevaciéon a pequenas regiones dentro del citosol.
Estos mecanismos complican el andlisis y el modelado de las senales de calcio
intracelular. Por otro lado, tipicamente, estas senales se inician con el ingre-
so del mismo a través de canales ubicados en la membrana plasmaética o en
la membrana del reticulo sarco o endoplasmatico, y pueden eventualmente,
propagarse por toda la célula. Es decir, las senales de calcio involucran escalas
espaciales que van desde el tamafo del poro de los canales (~ 1nm) hasta el
de la célula toda (~ 1mm en el caso de ovocitos). Este rango tan diverso de
escalas no puede ser “observado” mediante un unico tipo de experimentos.
Por lo tanto, el modelado matematico es indispensable para poder combinar
el “rompecabezas” de observaciones experimentales parciales en un mode-
lo unificador que permita comprender las senales de calcio en su totalidad.
Sin embargo, la elaboracién de un modelo unificado es un proceso dificil, al
que se puede llegar subdividiendo el modelado matematico, también, en “jer-
arquias”, cada una de ellas caracterizada por una escala espacial tipica. En
esta tesis nos concentramos en los aspectos mas macroscopicos del transporte
de Ca?t en presencia de buffers, sin entrar en el detalle de los mecanismos
que modulan su ingreso a través de los canales antes mencionados. El ob-
jetivo 1ltimo es usar el conocimiento adquirido a partir de este estudio en
la construccion de un modelo méas abarcador que incorpore otros analisis y

160



7. Conclusiones 161

observaciones.

El objetivo principal de la tesis fue la obtencién de un conjunto de ecua-
ciones simplificadas que permitieran describir el transporte de calcio dentro
del citosol y que pudieran ser usadas para extraer informacién cuantitativa a
partir de imagenes fluorescentes. El andlisis de estas ultimas se centrd en las
tomadas por uno de los grupos del drea de biologia con el que colaboramos (el
grupo de I. Parker en la Universidad de California en Irvine). Estas imdgenes
fueron obtenidas en ovocitos, en diversas condiciones y frente a distintos
tipos de estimulos, usando microscopia confocal e indicadores que emiten
luz cuando ligan calcio. Mas especicamente, en la tesis se elaboraron distin-
tos modelos matematicos simplificados y se desarroll6 un nuevo método de
analisis de las imagenes de fluorescencia para inferir la corriente de calcio
que ingresa al citosol a partir de la imagen. Ambos aspectos estan intima-
mente ligados, ya que s6lo contando con un método confiable de anélisis de
los datos experimentales podremos hacer una comparaciéon cuantitativa con
los modelos.

La idea conductora de la tesis fue la “buisqueda de simplicidad”, basada
en la pregunta de hasta qué punto es necesario mantener toda la complejidad
de los procesos involucrados en los modelos matematicos para lograr repro-
ducir las observaciones y para extraer informacion cuantitativa de los datos
experimentales. Como primer paso hacia la obtencién de una respuesta a esta
pregunta, en el Cap. 2 analizamos si era posible describir el transporte de
Ca?* en presencia de buffers como un proceso meramente difusivo. Este tipo
de anélisis fue aplicado a “puffs sintéticos” (imdgenes obtenidas inyectando
en el citosol, mediante una pipeta, una corriente ionoféretica que contiene
calcio). Pudimos determinar que, efectivamente, puede aproximarse la forma
en que se “ensancha’ la sefial de Ca?' a lo largo del tiempo por la ley que
describe dicho ensanchamiento cuando el transporte es puramente difusivo.
Sin embargo, ajustando los datos experimentales obtuvimos coeficientes de
difusiéon que crecian con la intensidad de la corriente inyectada. Esta era
una limitacién del modelo ya que no permitia separar las propiedades del
citosol debida a buffers y otros mecanismos de remocién de Ca?", de las de
la corriente de Ca?*. Por lo tanto, era practicamente imposible determinar
la intensidad de la corriente que daba lugar a la seal en forma fehaciente
a partir del experimento (si suponiamos que la corriente y el coeficiente de
difusién asi determinados eran valores efectivos que diferian de los valores
verdaderos por el mismo factor de escala, usando el valor aceptado del co-
eficiente de difusién de Ca?T obtenfamos corrientes que eran un orden de
magnitud menores que las esperadas). Este estudio tenia, a su vez, otra lim-
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itacion: suponia que el calcio y el indicador fluorescente estaban en equilibrio
en todo instante. Un estudio més detallado de distintas simulaciones numéri-
cas realizadas a posteriori y descriptas al final del Cap. 3 mostré que esta
hipétesis es dificil de satisfacer en presencia de los altos gradientes de con-
centracién que son tipicos de las sedles de Ca?t cuando éste ingresa a través
de unos pocos canales.

El efecto de los altos gradientes de [Ca®*] sobre la validez de la hipétesis
de equilibrio fue estudiado en mas detalle en el Cap. 3, donde analizamos
la pertinencia de la aproximacién de buffers rdpidos (RBA) para describir
la propagacién de ondas de Ca?*. La RBA permite obtener una ecuacién
dindmica cerrada para [Ca?*], analiticamente, a partir de las ecuaciones de
los modelos de reaccién-difusién que describen la dindmica del calcio en pres-
encia de buffers. Es valida en la medida en que las reacciones entre Ca?* y
buffers sean suficientemente rapidas como para garantizar que, localmente,
las concentraciones de Ca?" y buffers estén todo el tiempo en equilibrio entre
si. Como vimos en el Cap. 3, esta separacion de escalas temporales es dificil
de mantener en presencia de altos gradientes de [Ca®"] ya que, en ese caso, la
difusién ocurre tanto o mas rapidamente que las reacciones. Por esta razén,
la RBA no es buena para describir ondas “saltatorias” en donde la liberacion
de Ca?* desde sitios localizados es visible en la sefial, pero si puede serlo para
ondas “continuas”, donde la liberacion estd mas extendida en el espacio.

A pesar de sus limitaciones, el analisis de “puffs sintéticos” presentado
en el Cap. 2 tenia la virtud de que involucraba un modelo dindmico sencillo
cuyos parametros eran determinados a partir de los experimentos. Eso nos
llevé a preguntarnos si no era posible introducir otro modelo mateméatico sen-
cillo para describir la dindmica del calcio intracelular que pudiera obtenerse
a partir de las observaciones y que permitiera separar los términos debidos
a la corriente de Ca?* de aquéllos “intrinsecos” al citosol (es decir, términos
cuyos parametros constantes dependen de propiedades y cantidad total de
buffers, bombas, etc). Inspiradas por esta pregunta, presentamos en el Cap. 4
un modo de obtener este tipo de modelo. Teniendo en cuenta que los procesos
que caracterizan el transporte de Ca?t en presencia de buffers son fenémenos
disipativos en donde la informacién “decae” en el espacio y en el tiempo con
escalas relativamente cortas desde un punto de vista macroscopico, inves-
tigamos si era posible reemplazar los términos de reaccién con buffers (que
dependen de las concentraciones espacio-temporales de estos 1iltimos) por un
“ansatz” en términos de funciones a determinar de [Ca?"] y sus primeras
derivadas espaciales y temporales. Decidimos quedarnos con los términos de
orden mas bajo en estas derivadas compatibles con la simetria espacial esféri-
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ca caracteristica de senales en las que el calcio ingresa a través de una fuente
localizada en un tnico punto espacial. El analisis mostré que era posible de-
terminar las funciones de [Ca*"| “incégnita” que definen el ansatz (Ec.(4.4))
a partir de datos y que, usando estas funciones, la tnica ecuacion dindmica
resultante era en efecto capaz de reproducir la distribucién espacio-temporal
del calcio tanto en presencia de buffers rapidos como lentos.

Utilizando el “ansatz” del Cap. 4 elaboramos entonces un algoritmo que
nos permitiera inferir la corriente de Ca?* a partir de imdgenes fluorescentes.
Describimos este algoritmo en el Cap. 5. Mientras que las aplicaciones del
Cap. 4 se habian limitado al andlisis de simulaciones, en el Cap. 5 no sélo
aplicamos el algorimo extensamente a “imagenes numéricas” a las que mod-
ificamos de forma controlada para imitar el efecto del ruido, del blurring del
microscopio y de los muchos errores que pueden introducirse durante la toma
de datos, con el objeto de determinar sus limites de aplicabilidad. En este
capitulo también usamos el algoritmo para inferir la corriente de Ca?* a par-
tir de im4genes (“sparklets”) obtenidas en ovocitos cuando el Ca?' ingresa
desde el medio extra-celular a través de un canal Unico de membrana voltaje-
dependiente, obteniendo valores de corriente dentro del rango esperado. Esta
ultima aplicacién no s6lo permitié demostrar la utilidad del algoritmo para
obtener valores de corriente razonables a partir de imagenes reales ruidosas.
Sirvié también para validar el abordaje propuesto en el Cap. 4 usando datos
reales.

A partir de las muchas pruebas que hicimos del algoritmo, pudimos ob-
servar que era posible inferir la corriente con error menor si en el ansatz (4.4)
anuldbamos la dependencia con las derivadas de [Ca?"] y lo reemplazdbamos
por una unica funcién, k([Ca**]). En el Cap. 6 analizamos por qué esto era
asi, llegando a la conclusiéon de que era debido al ingreso muy localizado
del calcio. En efecto, frente a corrientes localizadas permanentes en el tiem-
po, las soluciones de los sistemas de reaccion-difusién tienden, localmente,
a una solucién estacionaria muy répidamente (para los pardmetros tipicos
de las sefiales de Ca®" estimamos que este tiempo era < 1ms). M4s atin,
estas soluciones estacionarias son tales que [Ca®"] es una funcién decreciente
de la distancia al sitio por donde ingresa el Ca?t, mientras este ingreso se
mantiene constante. Por lo tanto, una vez alcanzado el estado estacionario
es posible invertir la relacién entre distancia y [Ca?"] para escribir cualquier
funcién de la distancia (en particular, las concentraciones de buffers) como
una funcién de [Ca?"]. Un rasgo interesante de esta aproximacion es el hecho
de que puede ser simplificada ain mas reemplazando la relaciéon no lineal
entre la suma de los términos de remocién de Ca?* y [Ca*"| por una relacién
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lineal (que se satisface razonablemente bien para valores tipicos de los valores
de corriente de los experimentos analizados). Si usamos esta aproximacién
reducimos, entonces, la descripcién de la dindmica del Ca?* en presencia de
una fuente cuasi-puntual y de diversos buffers y mecanismos de remocién, a
una tinica ecuacién dindmica para [Ca?*] que es lineal en [Ca®T] y que, por lo
tanto, posee solucién analitica (mientras la fuente permanece “encendida”).
En el Cap. 6 estudiamos los limites de aplicabilidad de esta nueva descripcién
reducida cuyos pardmetros también pueden obtenerse a partir de imédgenes
(numéricas o reales). Determinamos también hasta qué punto en esta nueva
“reduccién observacional” pueden separarse los pardmetros intrinsecos de los
que caracterizan la intensidad y temporalidad de las corrientes de Ca?*, obte-
niendo errores menores que ~ 24 % si se mantienen los parametros intrinsecos
constantes y se varian las corrientes dentro del rango de corrientes tipicas de
“sparklets” y “puffs”. Usando los valores obtenidos para los diversos paramet-
ros a partir de las seales de “sparklets” analizadas en el Cap. 5, pudimos
efectivamente reproducir la distribucién espacio-temporal de [Ca**] observa-
da en estas imagenes. Aplicaciones preliminares de este nuevo “ansatz” a los
puffs sintéticos introducidos en el Cap. 2 nos permitieron obtener valores de
corriente dentro de los rangos esperados. Si bien esta ultima aplicacién es
muy preliminar y necesitamos hacer mas estudios, creemos que este nuevo
algoritmo serd mucho mas sencillo de implementar por lo que nos abrira la
posibilidad de hacer analisis masivos de imagenes de fluorescencia reales.

Esta tesis es el relato de un camino que decidimos transitar que no siem-
pre es (ni fue) sencillo: el de la investigacién interdisciplinaria. ;jPuede la
fisica, con su tendencia a la generalizacion y a la simplificacién aportar algo
a la biologia, con su tendencia a destacar las particularidades y la diversidad
y con un objeto de estudio tan complejo como son los seres vivos? Creemos
que los resultados de esta tesis muestran que estas dos visiones pueden com-
plementarse para contestar distintos tipos de preguntas. Nuestra “busqueda
de la simplicidad” nos mostré que era posible encontrarla en los propios datos
biolégicos. Esperamos que en el futuro este tipo de interacciones pueda crecer
ayudando al avance de la ciencia en general.
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