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RESUMEN

La contraccion y relajacion de la célula muscular lisa estd controlada por una variacion temporal y espacial de la
concentracion del i6n Ca** citosolico. Se construyd un modelo fisico-matematico unidimensional basado en una ecuacion
de difusion-reaccion que describe al transporte del ion Ca?" que se resolvié numéricamente mediante el uso de COMSOL
Multiphysics 3.4® (basado en elemento finito). Se disefiaron experimentos “in silico” para la liberacion del ion Ca*
desde 1, 2 y 3 canales-receptores de rianodina y la accion de la bomba ATP-asica de Ca*" ubicada en la membrana del
reticulo sarcoplasmico. Se analiz6 el comportamiento espacio-temporal transitorio (“sparks” de Ca*") y estacionario de
la concentracion citosolica de Ca** en lugares muy cercanos a los sitios de liberacion y suficientemente alejados de ellos.
Se determiné que solo la accién de bomba ATP-asica de Ca*" no garantiza el regreso a la concentracion basal al terminar
la relajacion, razon por la cual se consider6 un término adicional de reaccion llamado flujo de fuga. También se demostro
que la difusion del Ca*" alcanza su estado estacionario cerca de 50 veces mas rapido que cuando se considera la accion del
amortiguador Calmodulina. Como consecuencia de la liberacion impulsiva, la concentracion pico de Ca** en el citosol,
es diecisiete (17) veces mayor que la basal. Los cambios transitorios de concentracion en puntos cerca del lugar de la
liberacion ocurren diez (10) veces mas rapido que los cambios transitorios en puntos localizados cerca de los extremos del
dominio. Se observaron oscilaciones en la concentracion del ion Ca?* en algunos puntos especificos del dominio cuando
se dispara mas de 1 canal-receptor de rianodina. El tiempo requerido para alcanzar el estado estacionario (relajacion) esta
acorde con los descritos en la literatura para una célula de ileon.

Palabras clave: Musculo liso, I6n calcio, Ecuacion en derivadas parciales, Difusion-Reaccion, COMSOL 3.4®, Elemento
finito.

ONE DIMENSIONAL PHYSICAL-MATHEMATICAL MODELING OF Ca* ION
DIFFUSION-REACTION IN BIOCONTRACTIL STRUCTURES (CASE: SMOOTH
MUSCLE CELL)

ABSTRACT

The contraction and relaxation of smooth muscle cells is regulated by a temporal and spatial variation in the cytosolic Ca*
ion concentration. In this work was elaborated one-dimensional physical-mathematical model based in a reaction-diffusion
equation that represents Ca*" ion transport. This equation was numerically resolved using COMSOL Multiphysics 3.4 ®
(finite element based). It was designed “in silico” experiments using the firing of 1, 2 and 3 Ryanodine Receptors-Channels
and the action Ca?>*ATP Pump located on sarcoplasmic reticulum membrane. It was studied transient (Ca>* sparks) and
stationary space-temporal behavior of Ca?" cytosolic concentration in locations very near and enough far of liberation
sites. It was determined that the sole action of Ca**ATP Pump does not guarantee the return to baseline concentration
at end of relaxation, and thus the action of additional reaction term called leak flux was considered. It was also shown
that the Ca?* diffusion reaches its steady state about 50 times faster than when was considered the Calmodulin buffer.
The impulsive release of Ca** ion permits to obtain a Ca** concentration peak in the cytosol that is seventeen (17) times
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the baseline concentration. Transient changes in concentration near of release site occur ten (10) times faster than the
transient changes near the ends of the domain. Oscillations were observed in the Ca?* ion concentration in the domain
points when were triggered per more than 1 Ryanodine Receptors-Channel. The time elapsed to achieve steady state
(relaxation) are consistent with those described in the literature for ileum cell.

Keywords: Smooth muscle, Calcium ion, Diffusion-Reaction, COMSOL 3.4®, Finite element, Partial differential

Equation.
INTRODUCCION

El incremento transitorio de la concentracion del ion Ca?*
([Ca>"]) en el citosol de la célula muscular lisa (CML) tras
un estimulo (neurotransmisor, voltaje o estimulo mecanico
como el estiramiento de la célula)
muscular. En este proceso esta involucrada la liberacion
del i6n desde reservorios intracelulares como el reticulo
sarcoplasmico, su difusion y acoplamiento con la proteina
Calmodulina en el citosol y finalmente mecanismos de
restauracion del nivel basal de la concentracion citosolica
del i6n calcio (Guyton & Hall, 2006; Saravi, 2008).

inicia la contraccion

Una vez activados los canales tipo L (canales de
dihidropiridina) en el sarcolema, ingresa Ca*" al citosol
de la CML desde el medio extracelular (ME) desde esos
canales, o bien se activa el mecanismo “sensor voltage”
que acopla los canales tipo L con canales ubicados en la
membrana del Reticulo Sarcopldsmico (RS) como los
canales de Rianodina (RyR) e Inositol Trifosfato (IP,)
ambos mecanismos promueven el ingreso de Ca?* al citosol
desde el RS (que es un reservorio o cisterna intracelular
de Ca?") (Fill & Copello, 2002; Keener & Sneyd, 1998).
Al aumentar la concentracion de Ca** citosolico aumenta
su tasa de union a la Calmodulina (“buffer”) formando
el complejo Ca?* - Calmodulina, que activa una proteina
denominada Kinasa de la Cadena Liviana de Miosina
(KCLM) la cual fosforila a la cadena liviana reguladora de
la miosina y permite asi que la miosina se una a la actina
y se genere fuerza contractil (Pocock & Richards, 2005;
Saravi, 2008). Este mecanismo es diferente al que ocurre
en musculo estriado (esquelético y cardiaco) en el cual el
Ca?" libre citosolico difunde hasta la Troponina C ubicada
en el sarcomero (unidad contractil del mutsculo estriado)
iniciando la contraccion muscular. El i6n calcio libre es
retornado al ME y al RS por la acciéon de bombas ATP-
asicas ubicadas en el sarcolema (denominadas PMCA) y el
RS (denominadas SERCA), respectivamente. También en el
sarcolema existen moléculas intercambiadoras (transporte
activo secundario) que normalmente, en forma acoplada,
expulsan Ca** desde el citosol hacia el ME e ingresan iones
Na" en sentido opuesto (contra-transporte), aqui la energia
liberada por la difusion del Na en su sentido natural de
flujo es utilizada para trasladar el Ca** en sentido opuesto,
hacia el medio extracelular. Estos mecanismos disminuyen

la concentracion citosdlica de Ca?', activandose en ese
momento una fosfatasa que revierte la fosforilacion de la
cadena liviana reguladora de la miosina permitiendo la
relajacion de la célula muscular lisa (separacion de la actina
y la miosina).

Existen pocas publicaciones sobre el modelaje matematico
y la simulacion computacional de la difusion-reaccion del
Ca’" en células de musculo liso, una de ellos (Kargacin &
Fay, 1991) simul6 el transporte citosélico del i6n en una
y dos dimensiones (coordenadas cilindricas) resolviendo
la ecuacion en derivadas parciales por diferencia finita.
Se incluyeron los procesos mas importantes involucrados
en la regulacion del Ca*" y se demostré que SERCA es el
mecanismo mas importante a corto plazo en la restauracion
del nivel basal de la [Ca?'], lasPMCAy los intercambiadores
Na*/Ca*" también operan pero son mas efectivos a largo
plazo. Otro trabajo (Yang, 2006) encontrd ondas de calcio
complejas y formacion de patrones usando un autéomata
celular estocastico cuyas reglas se obtuvieron de las
soluciones (obtenidas por diferencias finitas explicitas) de
la ecuacion de difusion-reaccion correspondiente.

En este trabajo se desarrolla un modelo fisico-matematico
usando una ecuacion de difusion-reaccion (Keener &
Sneyd, 1998) que permitird modelar la dinamica espacio-
temporal de la [Ca2+] en el citosol en una célula de musculo
liso, considerando la participacion de un solo buffer
(Calmodulina), esta ecuacion se resolvid numéricamente
por Elemento Finito (Hutton, 2004) utilizando el paquete
computacional COMSOL 3.4® (Pryor, 2011; COMSOL,
2007). Los objetivos de esta investigacion consisten en:
1. Elaborar un modelo geométrico unidimensional del
sistema a modelar. 2. Identificar las fuentes y sumideros
que actian para regular la [Ca®*] en el citosol de las células
musculares. 3. Encontrar la solucion numérica para la
ecuacion de Difusion-Reaccion propuesta utilizando
COMSOL 3.4® mediante diversos experimentos “in
silico” (computacionales). 4. Representar graficamente las
soluciones numéricas encontradas. 5. Discutir los resultados
obtenidos al modificar diferentes parametros del modelaje.
6. Comparar los resultados obtenidos con aquellos
resultados experimentales previamente publicados.
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METODOLOGIA

Para los experimentos computacionales realizados en este
trabajo, hemos considerado una linea de 2[um] de largo
ubicada sobre una parte de la membrana del RS como lo
muestra la Figura 1.
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Figura 1. Modelos unidimensionales para el esquema de
“disparo” de 1, 2 y 3 canales de RyR

La [Ca*] citosolica basal que se utilizo fue (Jaggar et
al. 1998) de 1,19x10* [mol/m?]. Se pueden observar los
escenarios unidimensionales para el esquema de “disparo”
de 1, 2 y 3 canales de RyR, o equivalentemente Inositol
Trifosfato, IP, (Figura 2), y la ubicacion del eje x sobre una
seccion de la membrana del RS donde se encuentra nuestro
dominio unidimensional de observacion para la dindmica
espacio-temporal de la [Ca®*].

La ecuacion en derivadas parciales de difusion—reaccion
gobernante en el dominio unidimensional es:

ac , 0 ac\ _
8,5 +o(-DE)=R (1)

Esta ecuacion fue resuelta numéricamente usando
COMSOL 3.4®. En esta EDP, los simbolos tienen el
siguiente significado:
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Figura 2. Esquema general de “disparo” de los canales

de RyR. (4) Disparo del canal central de RyR en t=0[s].

(B) Disparo de dos canales de RyR en tiempos diferentes.

(C) Disparo de tres canales de RyR. (D) Disparo de tres
canales de RyR en tiempos diferentes

d,.: Coeficiente de escalado temporal. Este coeficiente
es normalmente de 1. Si se desea, se puede cambiar la
escala de tiempo, por ejemplo, de segundos a minutos
estableciéndose en 1/ 60.

D: Coeficiente de Difusion. En este trabajo se supone
constante en posicion y tiempo.

R: Tasa de reaccion. Se consideran reacciones que
incluyen las siguientes fuentes o sumideros:

1. J i TEPresenta una expresion matematica que considera
la accion de las bombas Ca-ATP-asicas ubicadas en toda
la superficie de la membrana del RS. Estas bombas se han
empaquetado en una sola equivalente que se han modelado
mediante una ecuacion de Michaelis-Menten que es el caso
mas simple de una ecuacioén tipo Hill (Volkenstein, 1985).

Es un término tipo sumidero.

2. J.ga: €S una expresion matematica que se incluye para
que la concentracion citosolica de Ca?* no alcance valores
inferiores a su valor basal. Es un artificio para anular a
Jeirea cuando la [Ca®] citosolica alcanza su valor basal.
Este artificio tiene su justificacion fisioldgica puesto que
normalmente la [Ca?'] citosélica durante la relajacion
nunca alcanza valores inferiores al basal. Este efecto
inhibitorio sobre SERCA realmente existe y es regulado
por la defosforilacion del fosfolambano o moléculas
equivalentes, y nos permite inferir que el J efectivo es
el que se obtiene de la suma de J .., ¥ J. .- El término

Juaa TEPresenta a una fuente del i6n calcio citosolico.

SERCA




3. Disparo de RyR(2), ubicado en x = 0.5 [um] y RyR(3),
ubicado en x = 1.5 [um]. Son términos fuente del i6n calcio
citosolico.

4. En este trabajo, no fueron incluidos los efectos del
intercambiador Na“”/Ca>* ni de las bombas de Ca*" del
sarcolema, estos mecanismos seran incorporados en futuros
modelos.

Las condiciones de borde impuestas son del tipo Neumann
homogéneas (Crank, 1956); es decir, se impone la condicion
de flujo nulo en los bordes del dominio unidimensional
(n-Ve=0).

La condicion inicial del modelo se representa como:

c(x,0) = RyR(1) + Cpusa 2)

RyR(1) representa el disparo inicial del canal central de
RyR, que representaremos matematicamente mediante la
Delta de Dirac (Rumer & Ryvkin, 1980):

RyR(1) = A8 (x — x0) 3)

centrada en el primer canal. Sin embargo, el uso de esta
expresion en problemas matematicos que deben ser resueltos
numéricamente genera problemas computacionales, entre
otros, inestabilidades en la solucién numérica y artefactos,

asi que en este trabajo usamos su representacion gaussiana
(Pathria, 1972; Rubinow, 1975), por tanto la condicion
inicial se representard como:

Ax _—x0)’
€ 207¢ + C basal (4)
V27mo,

c(x,0) =

En este trabajo supondremos que la activacion del primer
canal de RyR (o IP,) se debe al cambio conformacional en
el canal tipo L (ubicado en el tubulo transverso) que ocurre
cuando la onda despolarizante lo alcanza (“sensor voltaje™),
y su acoplamiento mecénico con el canal de RyR (o IP,)
permite la apertura de este ultimo (Keener & Sneyd, 1998).
En musculo cardiaco donde el mecanismo dominante es
el de calcio liberado por calcio (Keener & Sneyd, 1998),
entonces se debe sustituir ¢, por el umbral de disparo
(C,bra) A€l primer receptor que en principio debe ser mayor
que ¢, aun cuando debe ser considerada la dependencia
con el retardo que existe entre la elevacion local y transiente
de la[Ca®] muy cerca del canal de RyR (o IP,) y su apertura
efectiva. La magnitud A fue seleccionada apropiadamente
para liberar cantidades fisiologicas de iones Ca’" hacia
el citosol (Tabla 1) y o fue seleccionada para cumplir
la condicion (c/L) << 1 que confina apropiadamente la
liberacion a un intervalo muy estrecho del dominio centrado
en x,, donde esta localizado el canal.

Tabla 1. Valores y expresiones de las constantes utilizadas

Nombre Expresion Valor Descripcion
o, 2e-8[m] 2x10*[m] Ajuste Ancho de la Gaussiana
A le-10[mol/m”2] 10°[mol/m?] Intensidad de la liberacion impulsiva de Ca>*
L 2e-6[m] 2x10°[m] Longitud del dominio de la simulacion
A A_/(sqrt(2*pi)*sigma) | 0.001995[mol/m’] Pre factor gaussiano
D, 223e-12[m"2/s] 2.23x101[m?/s] Coeficiente de Difusion del Ca** libre
Cpual 1.19¢-4[mol/m”"3] 1.19x10*[mol/m?3] Concentracion de Ca*" basal
r 0.5[mol/(m"3*s)] 0.5[mol/(m?-s)] Factor Jg ..,
x 0 L2 10°[m] Ubicacion del centro de la gaussiana 0
x 1 L/4 5x107[m] Ubicacion del centro de la gaussiana 1
x 2 L*3/4 1.5x10°[m] Ubicacion del centro de la gausisana 2
Bt 40e-3[mol/m”3] 0.04[mol/m?] Concentracion total de Calmodulina (CaM)
Kd le-4[mol/m”3] 10-4[mol/m?] Constante de disociacion de la CaM
Kc le-4[mol/m"3] 10-4[mol/m?] [Ca’ ] alacual J,  =Jmax/2
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La Ecuacion de Difusion-Reacciéon a  resolver
numéricamente por COMSOL 3.4® sera:
dc _( D. \dc J _ biK, (5)
a1 _<1+®>ax2 tire n 0= (K, +c)
J= _]SERCA + JFU(}A + JRS (6)
]SERCA = ﬁ (7)
Jrvea = Jserea (C = Co) (8)
A, (x=xi
Jrs = T [H(t—a)—H(t—b)]  (9)

Donde H(t) es la funcion escalon de Heaviside (Rumer &
Ryvkin, 1980) y [H(t-a)-H(t-b)] representa la duracion del
flujo J,, desde los receptores de Rianodina hacia el citosol.
H(t-a) representa la apertura del canal en t = a. Los valores
de las constantes utilizadas se presentan en la Tabla 1. Se
dividi6 el dominio en 30 elementos (segmentos), se usaron
elementos Lagrange-Cuadraticos, la tolerancia relativa
fue de 0,01 y la absoluta de 0,001. Se aplico el método de
Galerkin (Hutton, 2004). Para obtener las soluciones del
sistema algebraico se aplico el submoédulo UMFPACK de
COMSOL 3.4 ®. La Técnica de Elemento Finito en su
version Galerkin permite reducir una Ecuacion en Derivadas
Parciales a un sistema de Ecuaciones Diferenciales
Ordinarias (EDO) que al ser discretizadas (usando por
ejemplo un esquema de Diferencia Finita) se convierte en
un sistema de ecuaciones algebraicas que puede ser resuelto
usando UMFPACK que es un sub-modulo (codigo interno)
de COMSOL3.4® el cual realiza calculos con grandes
arreglos originalmente lineales o linealizados para encontrar
la solucidon de dicho sistema. El tiempo de calculo se
optimiza con la evaluacion de la memoria RAM disponible
de la PC. El usuario de COMSOL3.4® al ubicarse en el
Modulo Multiphysics, tiene la opcion de activar el paquete
UMFPACK al hacer clic en la tecla correspondiente en una
ventana llamada “solver”.

RESULTADOS
1. Difusion Pura con condicién inicial ¢(t0) = 0 mol/m?

Nuestro primer experimento lo realizamos sin liberacion
impulsiva de iones Ca*, los resultados se muestran en
la Figura 3 (A,B,C). Se puede verificar que al no existir
gradiente de concentracion (porque no hay liberacion de Ca?*
a través de ninguin canal de RyR entonces la concentracion
citosolica permanecera invariable, igual a ¢,y no existe
difusién como lo predice la Segunda Ley de Fick (Rubinow,
1975). Por otro lado, este experimento permite comprobar

parcialmente el adecuado funcionamiento del paquete
computacional utilizado.

Difusion Pura Maximo: 0
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Figura 3. Difusion pura con c(t,) = 0 [mol/m’]. (4)
Concentracion en funcion de la posicion y el tiempo. (B)
Concentracion vs posicion, en tiempos diferentes. (C)
Concentracion vs tiempo, en puntos diferentes del dominio
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2. Difusiéon Pura con el disparo del canal central de RyR
en t=0seg.

En este experimento se muestra la difusion pura para una
liberacion inicial impulsiva tipo gaussiana, que representa
el ingreso de Ca*" al citosol desde un canal localizado en
la mitad del dominio (x = 1 [um]) para el instante t = 0
[s] ; en la Figura 4B se observa que la concentracion en
funcién de la posicion, presenta un comportamiento similar
al encontrado para la solucion analitica (Rubinow, 1975) de
la ecuacion de difusion pura con condicion inicial ¢(x,0) =
d(x) y dominio infinito (Figura 5B). Aunque en este trabajo
se resolvid numéricamente la ecuacion de difusion para
un dominio finito, estas soluciones son similares debido
a que la dispersion de la gausiana (o) que representa el
disparo inicial cumple con la condicién (o /L) << 1, mas
exactamente, los puntos alejados del centro de la gaussiana
(centro del canal de RyR) no estan influidos por la liberacion
impulsiva de Ca®" sino cuando ha transcurrido un tiempo
muy largo.

La Figura 4C nos muestra que la difusion alcanza su
Estado Estacionario (EE) luego de aproximadamente
3 [ms] de iniciado el disparo, y que la concentracion de

Difusion Pura Maximo: 2.114e-3
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Figura 4. Difusion Pura para el disparo del canal central
de RyR en t = 0[s]. (A) Concentracion en funcion de la
posicion y el tiempo. (B) Concentracion vs posicion,
en tiempos diferentes. (C) Concentracion vs tiempo, en
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.35

.25

c(xt)

.05

0
X [m]

Maximo: 0.399

e
=

Figura 5A

Minimo: 7.695e-23

Concentracion c(x.t)

=) & o
- o o L4 w
S o o w &

e

D=1[m7/scg]

— c(x,to) t0=0.55eg
c(x.ty) tl= eg

— -c(x,t,) t,=2seg

---c(x,t3) t3=3seg

X [m]

Figura 5B

12



0.14

2
ol D=1[m"/seg]

o
=3
&

S
>
=3

Concentracion c¢(x,t)

o
o
=

0.02|;

Figura 5C

Figura 5. Solucion analitica de la ecuacion de difusion
simple. (A) Concentracion en funcion de la posicion y
el tiempo. (B) Concentracion vs posicion, en tiempos

diferentes. (C) Concentracion vs tiempo, en puntos
diferentes del dominio

10 Smnmanorsding

ey
1o ms

Figura 6. Evolucion temporal de [Ca®] obtenida
con microscopia confocal de barrido para diversas
locaciones. FUENTE: Gordienko et al. 1998

Ca*" en el citosol (=1,7.10* [mol/m?]) estd por encima de
la concentracion basal (1,19.10* [mol/m?]). Por esta razon
incluimos en nuestro modelo el flujo de SERCA (J..,)
y el fluyjo de FUGA (J,,) operando simultaneamente,
los cuales sumados evitan que una vez alcanzada la
concentracion basal de [Ca?] disminuya posteriormente.
También podemos observar que el tiempo que tarda la
difusion en alcanzar un estado estacionario 3[ms], es
muy corto en comparacion con el tiempo de duracion del
“spark” de Ca’" encontrado en el musculo liso (guinea pig)
por microscopia confocal (Launikonis et al. 2005), el cual
esta entre 150 [ms] y 340 [ms] (Gordienko et al. 1998).
Como demostraremos posteriormente la corta duracion de

la difusion encontrada en este experimento “in silico” se
debe al hecho de no haber considerado la accion del buffer
Calmodulina (Figura 6).

Obsérvese que la escala de tiempo usada para evidenciar los
cambios en la concentracion citosolica de Ca®* en puntos
alejados del sitio de liberacion es 10 veces mas grande, 10
[s] que la usada para evidenciar los cambios en locaciones
mas cercanas al sitio de liberacion 107 [s].

Respecto al cambio de la concentracion citosolica de Ca** se
pasa de la concentracion basal 1,19-10* [mol/m?®] a un pico
de concentracion en el sitio de la liberacion de 2,11-1073
[mol/m?]; es decir, aproximadamente 17 veces mayor que la
concentracion basal; después de alcanzado el EE se observa
que la concentracidon citosolica es aproximadamente 1,4
veces mayor que la concentracion basal.

Difusion Def, J serca y J_fuga Maximo: 2.114e-3
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Figura 7. Difusion-Reaccion para el disparo del canal

central de RyR y la accion de J ...y J ..,

(4) Concentracion en funcion de la posicion y el tiempo.
(B) Concentracion vs posicion, en tiempos diferentes.
(C) Concentracion vs tiempo, en puntos diferentes del

dominio

3. Difusion-Reaccion con: i) Disparo del canal central
de RyR en t=0[s], ii) D, = Dec / (1 + ©), iii) Accién
simultineade J_ . . yJ, ...

El comportamiento de la concentracion del ion Ca?* debido
a la liberacion de Ca*" desde un tinico canal de RyR central
(x=1[um]), considerando la accién de la Calmodulina y
el efecto de J, ., ¥ Joyear Observamos que el tiempo para
alcanzar el EE es menor que 300 [ms] (Figura 7C). Las
concentraciones en los puntos cercanos y alejados del canal
alcanzan su maximo por debajo de los 50 [ms]. Existe un
buen acuerdo entre el tiempo para alcanzar el EE obtenido
en este experimento y los valores publicados previamente
para la duracion de un spark (Niggli, 1999; Cheng &
Lederer, 2008) de musculo liso (Gordienko et al. 1998).

— 5e-7[m]

iy

0.015 0.05 0.1 0.15 02

tlseg]
Figura 8. Concentracion vs tiempo en x = 0.5 [um].
Difusion del disparo ent = 0 [s] del canal central de RyR

0.25 03

4. Difusién-Reaccion con i) disparo de un segundo canal
de RyR por la accion de la difusién de Ca?* luego del
disparo del canal central en t=0]s], ii) D ;= D¢ / (1+ O),
iii) Accion simultineade J . .,y J. .-

El disparo de un canal de RyR puede activar el disparo de
otros canales de RyR cercanos los cuales son mas sensibles
alos cambios de la [Ca®] que el canal central (es un hallazgo
experimental); es decir, los receptores RyR laterales se
disparan con un umbral de concentracion de Ca** menor,
pero también liberan menor cantidad de Ca®" al citosol. En
este experimento definimos un umbral de concentracion
para el segundo canal de RyR ubicado en x=0,5[um], como
el maximo valor de la concentracion de Ca?* alcanzando en
el proceso de difusion para un solo canal central de RyR, en
la posicion del segundo canal, lo cual ocurre para t = 15[ms]
(Figura 8).

En la Figura 9C, se puede observar que la linea solida (x
= 0,5[um]) inicialmente no se hace evidente porque tiene
superpuesta la linea a trozos (x = 1,5[um]) ya que estos
puntos se encuentran equidistantes del centro y por lo tanto
la concentracion tiene los mismos valores debido al proceso
de difusion desde el canal central, luego se ve que el canal

Liberacion de Ca”" en dos Canales de RyR
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Figura 9C
Figura 9. Difusion-Reaccion para el disparo de un
segundo canal de RyR activado por la difusion del
disparo del canal central en t = 0[s]. (4) Concentracion
en funcion de la posicion y el tiempo. (B) Concentracion
vs posicion, en tiempos diferentes. (C) Concentracion vs
tiempo, en puntos diferentes del dominio

de RyR en x =0,5[um] es activado en el momento en el cual
la concentracion alcanza su maximo. Cuando el segundo
canal cesa la liberacion de Ca*, el proceso de difusion y
la accion de J, .., disminuyen rapidamente el valor de la
[Ca?] en el punto x = 0,5[um]. Se observa también que
para puntos alejados del segundo canal (puntos 1,5[um] y
1,75[um]) el disparo del segundo canal no afecta de manera
significativa la [Ca*'] lo cual se debe a la accion de Jg, .,
que va atenuando el incremento de la concentracion debido
a este segundo disparo. Se observa que para el punto x
=0,75[um] ubicado entre RyR1 y RyR2 hay una oscilacion
en la [Ca*].

5. Difusion-Reaccion con: i) Disparo simultineo de dos
canales de RyR por la accion de la difusiéon de Ca*
luego de un disparo inicial en t = 0[s]; ii) D = D¢ / (1+
©); iii) Accion simultaneadeJ , ..y J .-

En este experimento (Figura 10), observamos el disparo de
un canal de RyR central (x = 1[um]; 2,1[mmol/m?]) en t
= 0 [s], seguido del disparo en t=0,015[s] de dos canales
de RyR laterales (x = 0,5[um] y x = 1,5[um]) de menor
intensidad (1,1[mmol/m3]).En x = 1,5[um] (sobre el
tercer canal de RyR), ocurre un aumento leve de la [Ca®"]
debido a la difusion hasta ese sitio del Ca*" liberado por el
canal central, después se aprecia un aumento brusco de la
misma debido al disparo del propio canal RyR3. Se observa
que para x = 0,75[um] (entre los canales 1 y 2 de RyR)
la concentracion aumenta por el disparo del primer canal,
luego decae por accion de J ., ., v la difusion, luego vuelve
a aumentar producto del segundo disparo del canal de RyR
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Figura 10. Difusion-Reaccion para el disparo de dos
canales de RyR activados por la difusion del disparo del
canal central en t = 0fs]. (A) Concentracion en funcion

de la posicion y el tiempo. (B) Concentracion vs posicion,
en tiempos diferentes. (C) Concentracion vs tiempo, en
puntos diferentes del dominio
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de menor intensidad, dando como resultado una oscilacion
de concentracion que luego decae al valor basal. EI mismo
comportamiento ocurre para x = 1,75 [um], aumenta
levemente por la accion del disparo del primer canal (por
estar este punto mas alejado del canal de mayor intensidad)
y posteriormente aumenta por accion del disparo del tercer
canal, para finalmente decaer hasta la concentracion basal.

6. Difusion-Reaccion con: i) disparo de tres canales de
RyR, el canal central activado en x = 1[pm] y t = 0[s],
luego el segundo canal se dispara en x = 0,5[pum] y t=
0,015]s] y el tercer canal se dispara en x = 1,5[um] y t =
0,040[s] y, ii) D ;= D¢ / (1 + ©), iii) Accién simultinea de
JSERCA y JFUGA'

A diferencia de lo que ocurre en la Figura 10 C de la cual
no se observa la linea a trozos porque estd sobrepuesta
con la linea solida, en la Figura 11C si puede apreciarse la
curva de concentracion vs tiempo para x = 0,5[um] (linea
solida) y x = 1[um)] (linea a trozos) porque los disparos de
RyR2 y RyR3 ocurren en instantes de tiempo diferentes.
Los canales 2 y 3 de RyR se activan en instantes de tiempo
distintos porque sus umbrales son diferentes (Figura 11C).
En el instante de activacion del canal 3 (x = 1,5[um]) el
valor de [Ca?] esta por debajo del valor que tiene la [Ca*"]
cuando se abre el canal 2 (x = 0,5[um]). Al igual que
en el experimento anterior, existen puntos en el dominio
(x=0,75[um] y x=1,75[um]) donde se observan oscilaciones
debido a disparos subsiguientes de los canales de RyR cerca
del punto de observacion.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. El modelo unidimensional elaborado demostrd que la
difusion de Ca®" sin considerar la accion de buffers en la
movilidad del ion Ca*" alcanza su estado estacionario a los
3[ms] lo cual es muy rapido en comparacion con los tiempos
mostrados por microscopia laser confocal de barrido para
la duracion de un “spark” de Ca®>* de musculo liso de
ileum de guinea pig que esta entre los 150 — 340 [ms]. Al
considerar la accion de la Calmodulina como tnico buffer
se observo que el tiempo de relajacion (tiempo en el cual
el “spark” alcanza el estado basal o estado estacionario) es
mayor que 160[ms], lo cual esta de acuerdo con medidas
experimentales previamente publicadas.

2. Se realizaron experimentos computacionales “in silico”
de difusioén-reaccion para:

* El disparo de un canal central en t = 0[s], efecto del
buffer y la accion de J .., v J ;. donde se analizd
el comportamiento de la concentracion en funcion del

Liberacion de Ca”" en tres canales de RyR (tiempos diferentes)

t [seg]

NS5 X le-3

2

1c Imol/mS] 1

x le-6
/ 0.4
X [m]

0

Maximo: 2.114e-3

Minimo: 1.19e-4
Figura 11A
-3
5 510
- —0fs]
s 0.035[s]
2 --0.06[s]
--0.08[s]
18
16
Lom
E 1.4
o2
&
g
£
7]
208 :
=}
O n
0.6 i
(A
0.4 0"
)
02 L
0
0 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2
X [m] x107°
Figura 11B

X107

— Se-7[m]
7.5e-7[m]

- -1.5e-6[m]

—-1.75e-6[m]

=3
o

=
©

’)

Concentracion, ¢ [mol/m

o
=

o
o

01 012 014 016 018 02
t[seg]

Figura 11C
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tiempo para distintos puntos del dominio, y se determind
que la accion simultanea de J .., ¥ J ;4 NO permite que
la concentracion de Ca*" disminuya por debajo del valor
basal cuando la difusion llega a su estado estacionario.

* El disparo de dos canales de RyR, el canal central (x =
I[um] y t=0[s]) yel canal 2 (x =0,5[um] y t=0,015[s]),
se observa que para los puntos alejados del segundo
canal (x = 1,5[um] y x = 1,75[um]) el disparo del mismo
no cambia el valor de la [Ca**] porque la accion de J
supera la difusion del segundo disparo.

SERCA

* El disparo de tres canales de RyR, el canal 1 central (x
= 1[um] y t=0[s]), el canal 2 (x =0,5[um] y t=0,015[s])
y el canal 3 (x = 1,5[um] y t = 0,015[s]). Se analiz6 el
comportamiento de la concentracion en funcion del
tiempo para distintos puntos del dominio observandose
oscilaciones debido al disparo del segundo y tercer canal
de RyR que luego es atenuado por la accion de Jg ...
* El disparo de tres canales de RyR, el canal 1 central
(x = 1[um] y t = 0[s]), el canal 2 (x = 0.5[um] y t =
0,015[s]) y el canal 3 (x = 1,5[um] y t = 0,040[s]). Se
evidencidé que la concentracion en funcién del tiempo
para distintos puntos del dominio presenta oscilaciones
debido al disparo del segundo y tercer canal de RyR que
luego es atenuado por la accion de J_, ...
3. Se recomienda elaborar modelos donde se incorporen la
accion de los sumideros representados por el intercambiador
Na*/Ca* y las bombas de Ca*" del sarcolema (PMCA).
Extender los modelos a dominios bidimensionales
y tridimensionales, en coordenadas rectangulares y
cilindricas.
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