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RESUMO

A complexidade dos processos envolvendo a sinapse tripartite ainda ndo permitiu uma
conclusdo definitiva sobre todas as fungdes que os astrocitos desempenham no processamento
da informagao cerebral. A sinalizacao de célcio se mostra como o principal elemento capaz de
elucidar essa questdo, mas os resultados experimentais envolvendo esse fendmeno sdo
discrepantes. Diante disso, o uso de modelos matematicos tem sido uma alternativa para auxiliar
na compreensdo dos dados experimentais, identificando os mecanismos envolvidos e os limites
dos métodos utilizados. Assim, o objetivo do presente trabalho ¢ o desenvolvimento de um
modelo matematico fenomenoldgico e biologicamente coerente para predizer a dindmica da
sinalizagdo do calcio a partir de estimulos glutamatérgicos em astrocitos. Este modelo e sua
implementag¢do computacional sdo uma ferramenta para estudos futuros sobre as fun¢des desta
célula. A flexibilidade do modelo permite o estudo de geometrias complexas, bem como a facil
adaptacao as diferentes situagcdes experimentais com as quais o modelo pode ser comparado.
Além disso, uma andlise de sensibilidade paramétrica levou a conclusdo de que varios conjuntos
de parametros levam a mesma dinamica de sinalizagdo de calcio. Esse resultado evidencia a
vulnerabilidade dos parametros comumente usados na literatura para modelar a sinalizagdo do
calcio em astrocitos. Por fim, avaliou-se o efeito do reticulo sobre os ramos e concluiu-se que,
quando localizados nas extremidades dos ramos, favorecem a dindmica local do calcio, bem
como a propagacao mais rapida da sinaliza¢do global. Essa contribui¢cdo na dinamica local
requer mais estudos, provavelmente envolvendo a liberagdo de gliotransmissores.

Palavras-chave: Estimulo glutamatérgico. Dindmica de canais i6nicos. Modelo matematico.

Sinalizagao de calcio.



ABSTRACT

The complexity of the processes in the tripartite synapse has not yet allowed a conclusion on
all the functions that astrocytes perform in brain information processing. Calcium signaling is
the focus of the study to elucidate this issue, but the experimental results involving this
phenomenon are divergent. Facing this, the use of mathematical models has been an alternative
to help in the understanding of the experimental data, identifying the mechanisms involved and
the limits of the methods used. Thus, the objective of the present work is the development of a
phenomenological, biologically coherent mathematical model to predict the dynamics of
calcium signaling from glutamatergic stimuli in astrocytes. This model and its computational
implementation are a tool for further studies on the functions of this cell. The flexibility of the
model allows the study of complex geometries, as well as the easy adaptation to different
experimental situations with which the model can be compared. In addition, a parametric
sensitivity analysis led to the conclusion that several set of parameters lead to the same
dynamics of calcium signaling. This encourages the questioning of the parameters commonly
used in the literature for modeling the signaling of calcium in astrocytes. Finally, the effect of
the reticulum on the branches was evaluated and it was concluded that, when they are located
at the ends of the branches, they favors local calcium dynamics as well as faster propagation of
global signaling. This contribution in local dynamics requires further studies, probably
involving the release of gliotransmitters.

Keywords: Glutamatergic stimulus. lonic channels dynamics. Mathematical modeling.
Calcium signaling.
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1. INTRODUCAO

Imagine-se sentado em uma sala escura, diante de um palco coberto por uma cortina.
Vocé escuta uma contagem, ¢ logo em seguida inicia-se uma linda sinfonia. Nao ¢ possivel
visualizar os instrumentos nem os musicos, mas hé a certeza de que se esta diante de um show
— uma apresentagdo de uma atuagio extraordindria, segundo o diciondrio. E exatamente dessa
forma que nosso grupo de pesquisa costuma pensar o cérebro. Esse orgdo ¢ especialista em
extraordinarias atuagdes, mas grande parte do processamento necessario para que elas ocorram
esta oculto.

Assim como ¢ possivel tentar identificar os musicos e instrumentos por tras da cortina,
¢ possivel usar artificios para buscar compreender os elementos que constituem o cérebro e as
fungdes por eles desempenhadas. Esses artificios t€ém sido desenvolvidos pela comunidade
cientifica ao longo dos ultimos anos e pode, de maneira superficial, ser dividido em duas
abordagens: experimental e matematica.

As duas abordagens levaram a comunidade cientifica a categorizar os neur6nios como
protagonistas do show. Além disso, j& se tem um conhecimento bastante rico no que diz respeito
aos mecanismos e fendmenos que neles ocorrem, bem como de suas fungdes. Nos tltimos anos,
a abordagem experimental também permitiu vislumbrar o papel dos astrdcitos, que por um
momento foram reconhecidos como meros coadjuvantes, mas passaram a ocupar a posi¢ao de
estrelas do show (HERTZ; ZIELKE, 2004). A importancia da compreensao das fun¢des dos
astrocitos fica evidente quando se avalia a relagdo entre a quantidade de trabalhos produzidos
nos ultimos anos com a palavra “astrocytes” e com a palavra “neurons”, conforme ilustra a Fig.

l.

Figura 1 - Relagdo entre nimero de artigos disponiveis para pesquisa no Google Académico com a palavra
"astrocytes" e com a palavra "neurons".
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Apesar do reconhecimento da importancia dos astrocitos no show empreendido pelo
cérebro, muitas de suas fungdes ainda t€ém aspectos nao elucidados. Nesse sentido, a abordagem
matematica tem assumido um papel fundamental. Manninen et al. (2018) fizeram uma revisao
bibliografica e localizaram 106 modelos matematicos desenvolvidos com o intuito de auxiliar
a compreensao das func¢des dos astrocitos no processamento da informagao cerebral. Apesar da
quantidade expressiva de modelos, muitos deles apresentam alguns problemas que dificultam
sua ampla utilizagdo para o estudo dos astrocitos. Dentre eles destaca-se a nao
reprodutibilidade, a falta de informagdes claras com relagdo a escolha dos parametros, a falta
de comparagdo com resultados experimentais ¢ o ndo detalhamento da situagdo real a qual o
modelo esta sendo comparado. Todos esses apontamentos ndo querem dizer que os modelos
estdo equivocados ou ndo sao relevantes. Elas apenas indicam que ¢ necessaria uma reflexao
sobre sua forma de construgdo para que de fato possam ser utilizados para seu objetivo
principal.

Diante desse cendrio, destaca-se agora a inten¢ao do presente trabalho. O objetivo ¢é
desenvolver um modelo matematico para os astrocitos que supere varios dos problemas
mencionados. Para isso, € necessario que o modelo seja fenomenoldgico e flexivel, além de ter
uma descri¢ao detalhada para que outros pesquisadores possam melhora-lo e, deste modo, que
ele realmente contribua para a compreensao do papel dos astrocitos no processamento da
informacao cerebral.

Para isso, estruturou-se um programa computacional versatil, que possibilita a analise
de geometrias tdo complexas quanto se queira, conforme ja apresentado na dissertacao de
mestrado dessa autora (BARTIE, 2015). Além disso, é possivel alocar reticulos
endoplasmaticos em varias posi¢des e testar sua influéncia na sinalizagdo de célcio. Também ¢
possivel estudar redes de astrdcitos e, consequentemente, as caracteristicas das ondas de calcio.
A forma como o programa computacional foi desenvolvido possibilita a facil inclusdo de
mecanismos que se julgue necessario incorporar. O estudo estd focado em estimulos
glutamatérgicos, por exemplo, mas ¢ simples o processo de inclusdo de canais ativados por ATP
(adenosina trifosfato).

Além disso, foi levantado um questionamento com relagdo aos parametros utilizados
na literatura para os modelos envolvendo a sinalizagdo de célcio. Grande parte deles € obtida

de comportamento de células como um todo, ndo para os processos individualmente. Nosso
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modelo ¢ diferente nesse sentido, pois incorpora os parametros associados a cada mecanismo
individualmente.

Acredita-se que o presente modelo seja capaz de contribuir para o avanco dos estudos
sobre as funcdes dos astrocitos no processamento da informagao cerebral, pois € capaz de
reproduzir as geometrias das células com os quais 0 modelo sera comparado. Além disso,
possibilita a incorporagdo de diversos mecanismos e analises envolvendo reticulos com
diferentes distribuicdes na célula. O modelo também auxilia na reflexdo sobre possiveis
experimentos a serem desenvolvidos e na defini¢ao dos limites dos experimentos realizados.
Por fim, o modelo permite a obten¢do de parametros importantes para a futura incorporagao de
astrocitos em uma rede computacional de astrdcitos e neuroénios. No grupo de pesquisa do autor,
ja foi desenvolvido o modelo de uma rede de neurénios excitatorios e inibitdrios. O proximo
passo ¢ a incorporagdo dos astrocitos. Para isso sao necessarios diversos parametros que podem
ser extraidos do programa computacional aqui desenvolvido.

Finalmente, acreditamos que este trabalho ¢ incapaz de remover a cortina € mostrar o
show do cérebro por completo, mas pode contribuir com a elucidacdo de alguns instrumentos,

técnicas e praticas utilizadas pelos astrdcitos em suas apresentagoes.

1.1 OBJETIVOS

Nas secdes abaixo estdo descritos o objetivo geral e os objetivos especificos deste

trabalho.

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver um modelo matematico fenomenoldgico e biologicamente coerente para

predizer a dindmica da sinalizagdo do calcio a partir de estimulos glutamatérgicos em astrocitos.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Apresentar um modelo matematico descrevendo sua implementacao computacional;
e Verificar a sensibilidade paramétrica no modelo computacional;
e Descrever simulagdes para inferir o papel do reticulo endoplasmaético na sinalizagdo

de céalcio nos astrocitos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O cérebro, explica Pérez-Alvares et al. (2014), é um conjunto organizado de células que
recebe, processa, elabora, transmite e armazena informacgdes. E composto por dois tipos
principais de células: neurdnios e células gliais. Os neurdnios sdo responsaveis pela fungao
cerebral na elaboragdo e transmissdo de informagdes. Os astrocitos sao um tipo de célula glial
em forma de estrela que desempenha funcdes de suporte nutricional e metabodlico para os
neurdnios. Nos ultimos anos, os astrocitos mostraram estar envolvidos no processamento e
transmissdo de informacdes durante a atividade neuronal (RIZZOLATTI, 2001). As
caracteristicas de cada uma dessas células, bem como suas intera¢des, serdo descritas nesse

capitulo.

2.1 AS FUNCOES DOS NEURONIOS E ASTROCITOS

2.1.1 Neuronios

Os trés componentes do sistema nervoso (motor, sensitivo € misto ou integral) estdo
interligados e formados por neuronios, e gragas a eles € possivel coordenar todas as fungdes do
corpo humano (ROCHAT et al., 2008).

O impulso nervoso acontece como consequéncia de uma mudanca na permeabilidade
da membrana plastica, onde as unidades morfologicas podem ser transmissoras de ondas de
natureza elétrica. O potencial de membrana ¢ o que permite sua propagacdo, devido as
diferentes concentragdes de ions em ambos os lados da membrana. Uma célula inativa mantém
sua carga negativa; e isso muda dentro de faixas estreitas (RIZZOLATTI et al., 2001).

Como o potencial de membrana de uma célula excitavel despolariza além de certo
limiar, um potencial de agcdo ¢ gerado pela célula. Uma mudancga acelerada na polaridade da
membrana de negativa para positiva e de volta para negativa ¢ um potencial de agdo, que tem
uma duracao de milissegundos (ROCHAT et al., 2008).

Os pesquisadores ingleses Alan Lloyd Hodgkin e Andrew Fielding Huxley foram os
primeiros a registrar em detalhes um potencial de acdo, em 1939, percebendo o

desenvolvimento no axdnio de uma lula. Eles mediram as correntes idnicas que ocorrem durante
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esse processo. As fases que compdem o potencial de agdo de acordo com os pesquisadores
seriam (RIZZOLATTI et al., 2001):

* Potencial de membrana ou em repouso: diferenca entre o exterior € o interior de uma
célula, geralmente ¢ um potencial negativo que pode ser calculado conhecendo a concentragao
dos diferentes ions fora e dentro dela;

* Despolarizagdo: parte do processo que provoca a liberagdo de um sinal elétrico que
percorrera o neurodnio para permitir a transmissao de informagdes pelo sistema nervoso;

* Repolarizagdo: durante este periodo, apos um potencial de agdo, o potencial da
membrana torna-se mais negativo em comparacdo quando a célula estd em um periodo de
repouso.

O dogma da neurociéncia ditava, at¢ o final da década de 1980, que apenas os
neurotransmissores ¢ as conexdes que eram liberadas pelos neurdnios eram capazes de
determinar a fun¢do que um neurdnio tinha. O fim desse dogma considerado erréneo veio
gracas as pesquisas sobre vertebrados apresentadas pelo colombiano Rodolfo Llinds,
juntamente com seus colaboradores. Este novo ponto de vista sobre o neuronio ficou conhecido
no artigo intitulado "As Propriedades Eletrofisioldgicas Intrinsecas dos Neuronios Mamiferos:
Insights sobre a Fun¢do do Sistema Nervoso Central", que ¢ considerado um manifesto que
mudou a neurociéncia no aspecto funcional dos neurdnios, conhecida hoje como lei de Llinés
(RIZZOLATTI et al., 2001). Nesse estudo ¢ descrito que as células que permitem a neuro
secre¢do sdo neurdnios, cuja especialidade € a secrecdo de substincias que sdo descarregadas
nos capilares sanguineos em vez da fenda sinéptica, transportando assim seus produtos através
do sangue até os tecidos-alvos. Essa agdo ocorre em espécies animais, como insetos,

vertebrados, crustaceos, entre outros (ROCHAT et al., 2008).

2.1.2 Astrocitos

Astrécitos sdo células que compartilham o sistema nervoso central com os neurénios e
possuem mais capacidades do que a tradicional atribuicdo de manutencdo do cérebro.
Especificamente, eles tém um papel regulador na forma como os neuronios transmitem
informagdes e como as armazenam. Pérez-Alvarez ef al. (2014) definiram essas duas novas
fungdes do tipo mais comum de célula do cérebro. Com isso, novas possibilidades se abrem

para conhecer a origem de certas doengas neurodegenerativas, como Parkinson ou Alzheimer.
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A pesquisa cientifica tradicional se concentrou nos neurénios como chave para a
compreensdo do funcionamento do cérebro, dada sua especializacdo em receber estimulos e
conduzir o impulso nervoso. Até pouco tempo, os neurdnios foram responsabilizados por
doencas como Alzheimer, Epilepsia ou Parkinson. Recentemente, a perspectiva mudou
significativamente: os astrocitos também podem estar envolvidos, por isso € necessario abrir
novas linhas de pesquisa para conhecer essas possiveis interagdes. As estratégias terapéuticas,
essencialmente baseadas em neurdnios também variam a medida que novas estratégias podem
ser desenvolvidas envolvendo os astrocitos (PEREZ-ALVARES et al., 2014).

Estudos mostram que a atividade neuronal que leva a formacdo da memoria e da
aprendizagem ndo s6 implica uma modificacdo na atividade neuronal, como se acreditava
anteriormente, mas também altera o arranjo anatdomico dos astrocitos que circunda as sinapses
(conexdes entre neurdnios) no hipocampo e no cortex cerebral. Essa mudanga estrutural ¢é
acompanhada por uma perda da capacidade dos astrdocitos de modular a comunicagdo sindptica
entre os neuronios (RIZZOLATTI et al., 2001).

De acordo com Pérez-Alvares et al. (2014) a plasticidade sinaptica subjacente a
formagdo da memoria ¢ acompanhada por mudangas estruturais e funcionais que afetam nao so6
os neurdnios, mas também os astrocitos, que exercem uma funcdo essencial para permitir a
comunicac¢do neuronal fluida. Isso significa que a agdo dos astrdcitos estd muito presente nao
s6 no funcionamento normal do cérebro, mas também no patologico.

Ao induzir a plasticidade sindptica pela atividade neuronal de alta frequéncia, observou-
s€ que 0s processos que os astrocitos estendem para entrar em contato com as sinapses
neuronais sao rearranjados. Dessa forma, a atividade neuronal derivada da experiéncia gera uma
modificacdo anatomica e funcional no cérebro que envolve ndo apenas neurdnios, como se
acreditava, mas também astrdcitos, revelando uma maior capacidade computacional do cérebro
em processos de aprendizagem e memoria. Pérez-Alvares et al. (2014) acredita que essas
descobertas podem ajudar a entender melhor como o cérebro funciona em condigdes normais €
patologicas.

Vale ressaltar que os astrocitos desempenham muitas fungdes, incluindo o suporte
bioquimico das células endoteliais que formam a barreira hematoencefalica, fornecimento de
nutrientes ao tecido nervoso, manutengdo do equilibrio idnico extracelular e um papel no
processo de reparo e cura do cérebro e da medula espinhal apos lesdes traumaticas (ZHANG et

al., 2010).
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Pesquisas desde meados da década de 1990 mostraram que os astrdcitos propagam
ondas intercelulares de célcio (Ca®") por longas distancias em resposta a algum estimulo. Além
disso, como os neurdnios, liberam transmissores (chamados de gliotransmissores) de acordo
com a dindmica intracelular de Ca**. Virios estudos sugerem que os astrocitos também
sinalizam neurdnios através da liberacdo de glutamato dependente de Ca>’. Essas descobertas
tornaram os astrocitos uma importante area de pesquisa no campo da neurociéncia (YANG et
al.,2001).

Existem varias formas e tipos de astrocitos no sistema nervoso central, incluindo fibroso
(na substancia branca), protoplasmatico (na substancia cinzenta) e radial. Os astrdcitos fibrosos
estdo geralmente localizados na substancia branca, tém relativamente poucas organelas e
exibem processos celulares longos e ndao ramificados. Esse tipo geralmente tem "pés
vasculares" que conectam fisicamente as células ao exterior das paredes capilares quando estao
perto delas. Os astrocitos protoplasmaticas sdo os mais prevalentes e sdo encontradas no tecido
da substancia cinzenta, apresentam maior quantidade de organelas e exibem processos terciarios
curtos e altamente ramificados. Os astrdcitos radiais estdo dispostos em planos perpendiculares
aos eixos dos ventriculos. Um de seus processos faz fronteira com a pia-mater, enquanto o outro
esta profundamente enterrado na massa cinzenta. Os astrocitos radiais estdo presentes
principalmente durante o desenvolvimento, desempenhando um papel na migragcdo de
neuronios (TRABELSI, 2017).

Classicamente na ciéncia médica, os astrocitos eram considerados como preenchedores
de lacunas. No entanto, hoje sabemos que as fung¢des dos astrocitos vao além de ser a simples
cola de neuronios. Os astrocitos desempenham fungdes ativas no cérebro, incluindo a secre¢ao
ou absor¢ao de transmissores neuronais € a manuten¢gdo da barreira hematoencefalica.
Continuando com essa ideia, foi proposto o conceito de “sinapse tripartite”, referindo-se a
estreita relacdo que ocorre nas sinapses entre um elemento pré-sindptico, um elemento pds-
sinaptico e um elemento glial (TRABELSI, 2017).

A seguir, revisaremos com mais detalhes as diferentes funcdes que os astrocitos

realizam no cérebro, sdo elas:

e Funcgodes estruturais: os astrdocitos estdo envolvidos na estruturagao fisica do cérebro.
Recebem esse nome porque tém o formato de uma "estrela". Eles sdo as células gliais

mais abundantes no cérebro, intimamente associadas as sinapses neuronais. Eles
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regulam a transmissdo de impulsos elétricos dentro do cérebro (VILLAREAL et al.,
2014);

Reservatorio de glicogénio: os astrocitos contém glicogénio e sdo capazes de
glicogénese (sintese de glicogénio por meio de agucares) e glicogendlise (obtengao de
agucares pela quebra de cadeias de glicogénio). Portanto, os astrocitos podem
alimentar os neur6nios com glicose durante os periodos de alto consumo de glicose e
escassez de glicose. Pesquisas sugerem que pode haver uma conexdo entre essa
atividade e o exercicio fisico (TRABELSI, 2017);

Suporte metabolico: fornecem aos neurdénios nutrientes como o lactato;

Barreira hematoencefalica, que ¢ um complexo que envolve a maioria dos vasos
sanguineos do cérebro: atua como uma barreira entre a corrente sanguinea € 0 espago
extracelular do cérebro, permitindo que apenas certas substancias, como agua,
oxigénio e pequenas substancias soliiveis em gordura, passem facilmente do sangue
para o cérebro. Isso evita que toxinas, agentes patogénicos e outras substancias
potencialmente perigosas passem do sistema circulatorio para o cérebro. Os astrocitos
participam dessa barreira por meio dos chamados pés astrocitarios, extensoes dos
astrocitos que revestem os vasos sanguineos e que possuem fortes ligagdes entre eles
para bloquear a passagem de qualquer substancia indesejada (VILLAREAL et al.,
2014);

Captura e liberagdo de transmissores: astrocitos e outras células gliais podem liberar
uma variedade de transmissores no espago extracelular. Esses transmissores sdo
atualmente classificados como gliotransmissores, embora sejam na verdade as
mesmas moléculas usadas pelos neurdnios, como o glutamato, ATP, GABA (4cido
gama-aminobutirico) e D-serina (TRABELSI, 2017);

Regulagdo da concentragdo de ions no espago extracelular: os astrocitos possuem
canais de potéssio em alta densidade. Quando os neurdnios estao ativos, eles liberam
potadssio, aumentando a concentragdo extracelular local. Como os astrocitos sdo
altamente permedveis ao potassio, eles eliminam rapidamente o aciimulo excessivo
no espaco extracelular. Se esta funcdo for interferida, a concentragdo extracelular de
potéassio aumentara, levando a despolarizacdo neuronal descontrolada que pode levar

a atividade neuronal epiléptica (VILLAREAL et al., 2014);
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¢ Eliminagdo do excesso de glutamato: o glutamato ¢ o principal neurotransmissor
excitatorio no cérebro dos vertebrados. Quando liberado em excesso ou por um longo
tempo, o glutamato atua como uma poderosa neurotoxina que desencadeia a morte
celular neuronal em muitas lesdes cerebrais agudas e cronicas. Os astrocitos removem
a maior parte do glutamato do espaco extracelular; acumulam 80% do glutamato
liberado, enquanto os 20% restantes sdo absorvidos pelos neurdnios (TRABELSI,
2017);

e Controle da sinaptogénese e manutencdo sinaptica: a astroglia regula a formacao,
maturagdo, manutengdo ¢ estabilidade das sinapses, controlando assim a
conectividade dos circuitos neuronais. Os astrdcitos secretam varios fatores essenciais
para a sinaptogénese e, sem astrdcitos, a formacdo de sinapses seria gravemente
prejudicada (YANG et al., 2001);

e Vasomodulagdo - unidade neurovascular: as células astrogliais sdo os elementos
centrais das unidades neurovasculares que integram os circuitos neurais com o fluxo
sanguineo local e suporte metabolico. A lamina basal dos vasos sanguineos ¢ quase
completamente coberta por pés endogenos de astrocitos. Assim, o astrdcito esta em
uma posicao estratégica, com um brago no vaso sanguineo € o outro na membrana
neuronal, sinapse ou axonio. Portanto, pode ser visto como a ponte neurovascular. O
aumento da atividade dos neurdnios dispara sinais de Ca** nos astrocitos e este poderia
ser o sinal de integracdo para a unidade neurovascular (TRABELSI, 2017);

e Promocgdo da atividade mielinizante de oligodendrdcitos: a atividade elétrica nos
neurdnios faz com que eles liberem ATP, que serve como um estimulo importante
para a formagdo de mielina. No entanto, o ATP ndo atua diretamente sobre os
oligodendrocitos. Em vez disso, faz com que os astrdcitos secretem o fator inibitorio
de leucemia (LIF), uma proteina reguladora que promove a atividade mielinizante dos
oligodendrocitos. Isso sugere que os astrocitos t€ém um papel de coordenagdo
executiva no cérebro (VILLAREAL et al., 2014);

e Reparagdo do sistema nervoso: apds a lesdo das células nervosas no sistema nervoso
central, os astrdcitos preenchem o espago para formar uma cicatriz na glia e podem
contribuir para o reparo neuronal. No entanto, o papel dos astrocitos na regeneragao
do sistema nervoso central (SNC) apos a lesdo ndo ¢ bem compreendido. A cicatriz

glial tem sido tradicionalmente descrita como uma barreira impermeavel a
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regeneragdo, implicando em um papel negativo na regeneracdo do axdnio. Porém,
recentemente, foi descoberto por meio de estudos de ablacdao genética que os
astrocitos sao necessarios para que a regeneragao ocorra. Os autores descobriram que
a cicatriz dos astrdcitos € essencial para que os axonios estimulados - axonios que
foram persuadidos a crescer por meio da suplementacdo neurotrofica - se espalhem
pela medula espinhal lesada. Astrocitos que foram empurrados para um fenotipo
reativo (denominado astrogliose, definida pela regulacao positiva da expressao de
GFAP- proteina 4cida fibrilar glial, uma defini¢ao ainda em debate) podem ser toxicos
para os neuronios, liberando sinais que podem matar os neurdénios (TRABELSI,
2017);

e Sinapse tripartite: Na massa cinzenta, os astrdcitos estdo intimamente associados as
membranas neuronais e, especificamente, as regides sinapticas, com as membranas
astrogliais envolvendo completa ou parcialmente os terminais pré-sinapticos e as
estruturas pods-sindpticas. A intima posi¢do morfoldgica de astrécitos e estruturas
sinapticas permitem que os primeiros sejam expostos a neurotransmissores liberados
dos terminais sinapticos. Funcionalmente, os processos das células astrogliais sdo
dotados de receptores de neurotransmissores €, 0 mais importante, os padroes de
receptores expressos pelas membranas astrogliais correspondem exatamente aos

neurotransmissores liberados nas sinapses que cobrem (VILLAREAL et al., 2014).

2.1.3 A comunica¢ao entre astrocitos e neuronios

Ha evidéncias experimentais de que neurdnios € astrocitos se comunicam entre si, 0
que sugere que os astrocitos estdo envolvidos no processamento de informacgdes cerebrais. Os
pesquisadores propuseram varias abordagens experimentais para entender o papel dos
astrocitos na comunicagdao cerebral (HALASSA et al., 2007a; PEREA et al., 2009;
PIRTTIMAKI et al., 2017). Essas abordagens foram projetadas principalmente para analisar a
sinalizagdo de calcio, uma vez que ¢ a principal atividade dos astrocitos (BERNARDINELLI
etal.,2014; BINDOCClI et al., 2017; HOWARTH, 2014; NAVARRETE et al., 2013; SASAKI
et al., 2014). Os resultados obtidos evidenciaram algumas informagdes sobre a funcdo de

astrocitos, mas sao bastante discrepantes. As discrepancias dos resultados experimentais
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impedem uma visdo global sobre as contribuigdes dos astrocitos na comunicagdo cerebral
(BAZARGANI; ATTWELL, 2016; LALLOUETTE et al., 2018; VOLTERRA et al., 2014).
Essas discrepancias ocorrem devido as dificuldades de detecgao e interpretacdo das sinalizagdes
de calcio. A elaboragdo de sofisticados aparatos experimentais ¢ uma analise critica dos
resultados podem melhorar a compreensdo do papel de astrocitos (LOSI et al., 2017;

POSKANZER; MOLOFSKY, 2018; RUSAKOV, 2015).

2.2 MODELOS MATEMATICOS E OS PRINCIPAIS PROBLEMAS ASSOCIADOS A
INTERPRETACAO E A DESCRICAO MATEMATICA DA SINALIZACAO DE CALCIO

Um modelo matematico utiliza formulas para representar a relacdo entre diferentes
variaveis, parametros e restricoes. Um modelo matematico ¢ uma representacao simplificada,
por meio de equagdes, fungdes ou formulas matematicas, de um fenomeno ou da relagdo entre
duas ou mais variaveis (CANTLON, 2012).

Modelos matematicos sao usados para analisar a relacao entre duas ou mais variaveis.
Eles podem ser usados para entender fenomenos naturais, sociais, fisicos, etc. Dependendo do
objetivo pretendido e do desenho do mesmo modelo podem ser utilizados para prever o valor
das variaveis no futuro, fazer hipoteses, avaliar os efeitos de uma determinada politica ou
atividade, entre outros objetivos (CARDOSO, 2018).

Os modelos matematicos podem variar em sua complexidade, mas todos eles tém um

conjunto de caracteristicas basicas (THEVENOT et al., 2012):

e Variaveis: sdo os conceitos ou objetos que se busca compreender ou analisar.

e Parametros: sdo valores conhecidos ou controlaveis do modelo;

e Restrigdes: sdo certos limites que indicam que os resultados da anélise sdo razoaveis.

e Relagoes entre as variaveis: O modelo estabelece certa relagdo entre as variaveis com
base em teorias econdmicas, fisicas, quimicas, etc.;

e Representacdes simplificadas: Uma das caracteristicas essenciais de um modelo
matematico ¢ a representacdo das relacdes entre as variaveis estudadas por meio de

elementos da matematica como: fungdes, equacdes, formulas, etc.;
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Quando um modelo matematico ¢ desenhado, pretende-se que este tenha um conjunto

de propriedades que ajudem a garantir a sua robustez e eficacia. Entre essas propriedades estao

(CARDOSO, 2018):

gerais,

2012):

Simplicidade: um dos principais objetivos de um modelo matematico ¢ simplificar a
realidade para melhor compreendé-la;

Objetividade: Que ndo haja vieses ou preconceitos teodricos ou preconceitos de seus
projetistas;

Sensibilidade: Que ¢é capaz de refletir os efeitos de pequenas variagdes;

Estabilidade: Que o modelo matematico ndo seja alterado de forma significativa
quando ha pequenas mudangas nas variaveis e

Universalidade: que ¢ aplicavel a varios contextos € ndo apenas a um caso particular.

Obviamente, existem muitos mais, mas os acima sdo os mais intuitivos. Em termos

o processo de elaboragdo de um modelo matematico € o seguinte (THEVENOT et al.,

Encontrar um fendmeno ou problema;

Formular um modelo com elementos matematicos que representam o problema
escolhido, identificando as variaveis relevantes (dependentes e independentes);
Estabelecer hipdteses e um método de teste para sua veracidade;

Aplicar conhecimentos matematicos para resolver o modelo e fazer previsdes, se
necessario;

Fazer comparagdes dos dados obtidos com dados reais.

Se os resultados nao atenderem as expectativas, ajuste o modelo matematico.

Existem varios tipos de modelos matematicos. Aqui estdao alguns dos tipos de modelos

mais relevantes (CARDOSO, 2018):

e Heuristica: com base em possiveis explicacdes sobre as causas dos fendmenos

observados.

e Empirico: use informagdes de experimentacao real.
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De acordo com o tipo de representacao

¢ Qualitativos ou conceituais: referem-se a uma analise da qualidade ou tendéncia de
um fendmeno sem calcular um valor exato;
¢ Quantitativo ou numérico: Os resultados obtidos possuem um valor especifico que

possui um determinado significado (pode ser exato ou relativo).

De acordo com a aleatoriedade (THEVENOT et al., 2012):

e Deterministica: ndo tem incerteza, os valores sdo conhecidos;

e Estocastico: O valor das varidveis ndo ¢ conhecido exatamente o tempo todo.

Existe incerteza e, portanto, uma distribui¢ao de probabilidade dos resultados.

De acordo com sua aplicacdo ou objetivo

e Simulacdo ou descritiva: simula ou descreve um fenomeno. Os resultados estdo
focados em prever o que acontecera em uma determinada situagao;

e Otimizacao: eles sdo usados para encontrar uma solucao 6tima para um problema;

e De controle: Manter o controle de uma organizacdo ou sistema e determinar as

varidveis que devem ser ajustadas para obter os resultados desejados.

Modelos matemadticos podem contribuir para a interpretacao dos dados experimentais,
uma vez que ajudam a identificar os mecanismos envolvidos em um fendmeno e os limites dos
métodos experimentais empregados. Além disso, modelos matematicos validados permitem a
elaboragdo de novas hipoteses sobre um fendmeno e a previsao do comportamento dindmico
de um sistema em diferentes situagdes (MIN et al., 2012; MYUNG; PITT, 2002; SUCZYNSKI
et al., 2000).

Tanto a descricdo matematica quanto a interpretacdo dos resultados experimentais da
sinalizagdo de calcio ndo sdo triviais. Eles enfrentam problemas como a complexidade
geométrica dos astrdcitos, bem como o grande nimero de mecanismos envolvidos na geracao
e propagac¢ao de sinalizag¢do de calcio. Modelos matematicos também enfrentam outro desafio:

como descrever matematicamente os processos celulares, como a dinamica dos varios tipos de
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canais e sua probabilidade de abertura. Os principais problemas associados a interpretacao e a
descricdo matematica da sinalizacao de calcio sera descrito detalhadamente agora.

Os astrdcitos protoplasmaticos sdo os considerados neste trabalho. Eles também sao
chamados de "estrelas" devido ao seu alto nivel de ramificacdo (MATYASH; KETTENMANN,
2010). Os bragos sdo importantes, porque eles permitem que os astrocitos entrem em contato
com os neurdnios e outros astrocitos. Além disso, os bragos permitem que os astrocitos
envolvam sinapses distantes, estabelecendo um meio de comunicagao entre elas (HALASSA et
al., 2007b). A falta de reflexdo sobre esta complexidade estrutural pode resultar em
interpretagdes antagdénicas dos fendmenos envolvendo os astrocitos (BAZARGANI;
ATTWELL, 2016; VOLTERRA et al., 2014). A fim de minimizar esse antagonismo, ¢
importante levar em consideragdo onde a sinalizagdo esta sendo detectada, uma vez que os
processos celulares ocorrem em diferentes amplitudes e periodos dependendo da regido onde
eles iniciam (SHTRAHMAN et al., 2017; WU et al., 2014). Outra questdo importante ¢ a
maneira como as conexdes astrocitdrias estdo espacialmente distribuidas. A distribuicao
espacial pode afetar diretamente a dindmica da sinalizagdo de calcio (PEREZ-ALVAREZ et
al.,2014).

A sinalizagdo do calcio ¢ desencadeada pela combinagdo de varios mecanismos
(MCCARTHY; SALM, 1991). O reticulo endoplasmatico (RE) ¢ a principal organela que
contribui para sua ocorréncia através da liberagio de calcio por canais de Ca®" ativados por IPs
(BERRIDGE et al., 2003; BOOTMAN et al., 2002). Além dos canais de Ca** ativados por IP3,
o reticulo endoplasmaético tem sensibilidade aos receptores de rianodina. Ambos os receptores
de 1Pz e rianodina sao modulados pelo mecanismo denominado liberagdo de calcio induzida
pelo calcio como consequéncia do aumento da concentracio intracelular de Ca®" (SIMPSON et
al., 1998; SKUPIN et al., 2008). Outros processos bioldgicos participam de sinalizacdo de
calcio nos astrdcitos, como a abertura de canais desencadeada pela ativagao de receptores
1onotropicos de glutamato (KOH et al., 1995) e ATP (NEARY et al., 1988); abertura de canais
de calcio dependentes de diferenca de potencial (MACVICAR, 1984); ativagdo da bomba
Na'/Ca*" (GOLOVINA et al., 2003) e ATPase (VERKHRATSKY et al., 2012). Além disso,
0s canais passivos estdo presentes nas membranas do RE (CLAPHAM, 1995). Existem também
os canais ativados pela falta de Ca?" no RE ligados aos receptores transientes de potenciais
(TRPC) (VERKHRATSKY; PARPURA, 2014). Com base nos varios mecanismos descritos

acima, ¢ possivel concluir que a sinalizagdo de célcio ¢ um complexo fendmeno. Assim, o



29

desenvolvimento de um modelo matematico que a descreve requer a selecdo dos mecanismos
mais relevantes. Isso ndo ¢ uma facil tarefa, mas uma boa selecdo ¢ fundamental para que o

modelo matematico permita inferéncias plausiveis.

2.2.1 Modelos matematicos de sinalizaciao de calcio em astrdcitos

Vérios modelos matematicos de sinalizagdo de calcio em astrdcitos foram propostos
nos ultimos anos, contudo, bem como os resultados experimentais, eles ainda nao levaram a
conclusdes definitivas sobre o papel dos astrocitos no processamento de informagao cerebral.
A maioria desses modelos ¢ derivada de um dos trés modelos classicos que descreve a
sinalizacdo de calcio, sdo eles: Keizer e De Young (1992), Li e Rinzel (1994) e Hofer ef al.
(2002). Além de usar um desses modelos como base, os modelos recentes utilizam seus
parametros. O problema ¢ que o modelo de Keizer e De Young (1992), por exemplo, apontam
que o conjunto de parametros por eles empregados nao foi o unico que satisfez as condigdes
estabelecidas. Além disso, a analise de sensibilidade paramétrica raramente foi realizada nos
artigos que propuseram modelagem matematica da sinalizagdo de calcio em astrocitos
(MANNINEN et al.,2018). A falta de analise com relacao aos pardmetros pode ser responsavel
pela falta de possibilidade de comparacdo entre os modelos, conforme apontado por
MANNINEN ef al. (2017). Outra questdo relevante ¢ que os trés modelos basicos nao fazem
comparagoes diretas com os resultados experimentais. Artigos mais recentes raramente o
fazem. E possivel que isto esteja relacionado as proprias lacunas que ainda existem nos
resultados experimentais (POSKANZER; MOLOFSKY, 2018; DURKEE; ARAQUE, 2019;
OHEIM et al., 2017; SHIGETOMI et al., 2016; RUSAKOV, 2015). Também ¢ importante
destacar que Manninen ef al. (2018) e Manninen ef al. (2017) pontuam a dificuldade em
reproduzir os modelos da literatura, seja por erros na escrita do proprio modelo ou por
informacdes ndo apresentadas. Dadas as discrepancias e inconsisténcias dos resultados
experimentais € dos modelos matematicos, uma profunda reflexdo e um engajamento na criagao
de novas abordagens sdo necessarios. Essas abordagens devem levar em conta as peculiaridades
dos astrocitos e os varios desafios apresentados aqui. Com base neste contexto, o objetivo deste
trabalho € propor um modelo matematico biologicamente coerente para a previsao da dinamica
da sinalizacdo de calcio desencadeada por estimulos glutamatérgicos em astrocitos. Este
modelo levard em consideragdo as caracteristicas e processos mais relevantes relativos aos

astrocitos, a fim de ser usado como uma ferramenta para novos estudos sobre o papel destas
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células. Uma andlise de sensibilidade paramétrica ¢ realizada e o cddigo-fonte do programa
computacional esta disponivel no ModelDB (MCDOUGAL et al., 2017), permitindo a sua
reprodutibilidade. A disponibilidade do programa e a forma como foi construido permite que
pesquisadores em todo o mundo possam contribuir de varias maneiras, experimentalmente e
matematicamente. Como o enriquecimento do modelo, serd possivel dar uma contribuicao

efetiva em termos do papel dos astrdocitos no processamento da informagao cerebral.
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3. O MODELO MATEMATICO

A sinalizagao do calcio depende dos mecanismos que ocorrem principalmente em trés
regides: fenda sinaptica, citosol e reticulo endoplasmatico. Na primeira regido, apenas a
dinamica temporal do glutamato que atinge a proximidade de astrocitos ¢ modelada. No citosol,
a dinamica de calcio e do IP; s3o modeladas. A regido ¢ considerada heterogénea e o modelo
inclui equacdes diferenciais parciais difusivas. O reticulo endoplasmatico atua como um
deposito de célcio. Devido as suas pequenas dimensdes e altas concentragdes de calcio, €
possivel desconsiderar os perfis de concentracao de calcio e utilizar uma abordagem homogénea
com equagoes diferenciais ordindrias. A vantagem ¢ a redugdo do esfor¢co computacional. De
toda forma, as duas abordagens, homogénea e heterogénea, foram testadas e comparadas.

A Fig. 2 mostra um esquema das regides levadas em conta no modelo matematico,
destacando os mecanismos considerados em cada um deles. Como o objetivo deste trabalho ¢
estudar a sinalizagdo de célcio desencadeada por estimulo glutamatérgico, os principais
mecanismos considerados foram: a ativacdo de receptores ionotropicos € metabotropicos de
glutamato, i-GluR e m-GluR, respectivamente (VERKHRATSKY et al., 2012); a atividade de
ATPases e canais passivos de Ca’'na membrana celular e na membrana do RE (CLAPHAM,
1995); a abertura de canais ativados por IP; na membrana do RE (VERKHRATSKY et al.,
2012); o funcionamento dos TRPC, um dos contribuintes do mecanismo denominado entrada
de calcio operada pelo estoque (SOCE) (VERKHRATSKY; PARPURA, 2014). Apos a escolha
dos mecanismos relevantes, foi realizado o balanco de massa nas regides onde equagdes
diferenciais ordinarias ou parciais sao usadas (citosol € RE).

O citosol ¢ um meio coloidal que contém organelas e outras estruturas que tornam
dificil o livre movimento de ions e moléculas (LUBY-PHELPS, 1999). Nesse meio, a difusdo
é o principal mecanismo de transporte de massa (HOFER et al., 2002). Consequentemente, a
dindmica das concentracdes de calcio e de IP3 no citosol, C.;; € I+, respectivamente, podem

ser descritos pela Eq. 1, onde Dy, € o coeficiente de difusdo do composto W no citosol:

aVl/cit
dat

=Dy - VW, W = C, 1 (1)

A mesma equagdo pode ser usada para descrever a dinamica de calcio no RE quando

esta organela ¢ considerada heterogénea.
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Figura 2 - Mecanismos de sinalizag¢@o do célcio considerados no modelo matematico. O diagrama ilustra alguns
mecanismos envolvidos na sinalizagdo do céalcio. Na membrana celular, existem receptores metabotrépicos de
glutamato (m-GluR), que sao ativados quando os neurdnios liberam glutamato na fenda durante a transmissao

sinaptica. Sua ativagdo desencadeia a producdo de IP3, que se move na célula por difusdo. Ao atingir as
membranas do reticulo endoplasmatico, o IP3 ativa os receptores que abrem os canais de calcio. A diminuigdo da
concentragdo de calcio no reticulo endoplasmatico promove a ativagdo do STIM, que abre os canais de calcio
operados por estoque (SOC) localizados na membrana celular. Na membrana celular ¢ na membrana do reticulo
endoplasmatico, os canais passivos e a bomba operam para manter ou restaurar o estado de repouso. Na
membrana celular, o glutamato liberado pelos neurénios também ativa os receptores ionotropicos ali localizados

(i-GluR), abrindo canais de calcio. Todos os mecanismos mencionados acima foram levados em consideracdo no

modelo matematico.
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Fonte: Autora (2021)

Como mencionado anteriormente, o reticulo endoplasmatico pode ser considerado
homogéneo por ser uma organela com pequena espessura e por estar distribuido uniformemente
em todas as direcoes do corpo celular. Neste caso, os fluxos de calcio que ocorrem em sua
membrana devem ser computados diretamente no balango de massa. Assim, assumindo que a
variagdo da concentracdo de calcio no RE depende dos fluxos produzidos pelas bombas de
calcio (Vpfgg,) canais passivos de calcio (Vy/pg ) € canais de calcio ativados por IPs (Vffzg)
(ULLAH et al., 2006), a Eq. 2 descreve o perfil da concentragio de célcio no interior do RE. E
necessario fazer uma integral sobre a superficie da membrana RE (Smre), a fim de fazer

compativel a abordagem homogénea de RE com a abordagem heterogénea do citosol.
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Os efeitos do tamponamento de calcio foram levados em consideragdo quando foi
escolhida a difusdo efetiva para os coeficientes de difusdo (HOFER et al., 2002). Mesmo em
alguns modelos heterogéneos ja propostos, como o de Hofer et al. (2002) e Wu et al. (2014),
estes fluxos foram incorporados no balangco de massa. Neste modelo, os locais onde os fluxos
ocorrem foram levados em consideragdo, o que implica em seu uso como condigdes de
contorno. Portanto, as expressdes matematicas propostas na literatura foram modificadas para
incluir a fracdo de area das membranas onde ha fluxo.

A produgdo do IP; ndo depende apenas do acoplamento do glutamato ao receptor
metabotropico, mas também depende da concentragdo de calcio intracelular, uma vez que este
composto mantém a proteina efetora ativada (PAWELCZYK; MATECKI, 1997). Ullah et al.
(2006) sugerem um célculo para a producao IP3 somando os efeitos desses dois compostos. Isso
parece inapropriado, dado que o célcio amplifica a ativagdo da proteina G, mas ndo a inicia
(THORE et al., 2005). Com base nisto, o presente modelo multiplicou as duas contribui¢des
em vez de soma-las, conforme mostrado na Eq. 3. Em relagdo ao termo correspondente a
contribuicao de calcio, foi utilizada a proposta de Hofer ef al. (2002). A concentracdo de
glutamato foi subtraida da concentracdo de glutamato em repouso, porque foi assumido que a
producdo IP; ndo € relevante no repouso. Assim, a Eq. 3, que foi usado como uma condigado de

contorno representa a producao de IP3 em um elemento infinitesimal de area, dA.

Ges — G )n c2
uP = fp cdAu-KP ( fs fs . cit 3)
e IME T (G — G2+ KD Chet ke

A degradagao IP; foi descrita por uma cinética de primeira ordem, conforme proposto
por Ullah et al. (2006). A eliminagdo de IP3 ocorre até que seu valor de concentragdo retorne
para o valor de repouso. A Eq. 4 descreve o fluxo de degradagado, que foi usada como condi¢ao

de contorno.

ul‘\i/IRE = fn(}RE *dAyge h® - (Teie — I:it) 4)
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O fluxo de célcio através de canais passivos, tanto na membrana celular quanto na
membrana do RE (DI GARBO et al., 2007), foi considerado proporcional a fracao de area
destes canais, ao coeficiente de transferéncia de massa, e ao gradiente de concentracdo entre
ambos os lados da membrana. Esta relacao substitui o conceito de corrente constante de entrada
de calcio na célula, que é usada em varios artigos (AMIRI et al., 2011; HOFER et al., 2002;
ULLAH et al.,2006). A Eq. 5 mostra o fluxo de calcio através dos canais passivos na membrana

do reticulo endoplasmatico.

UI\C;I%E = IVCIgE - dAwure * hure * (Cre — Ceir) (5)

Este trabalho incorpora os canais receptores transientes de potencial (TRPC), que sao
ativados a partir de uma redugdo da concentra¢io de calcio no reticulo endoplasmatico. E
possivel considerar que esses canais apresentam a mesma dindmica dos canais passivos apos
sua ativacdo e abertura. Assim, pode ser considerado que o que ocorre efetivamente ¢ um
aumento na fracao de canais passivos na membrana celular, que ¢ dependente da concentragao

de Ca?" no RE. Matematicamente, essa ideia ¢ expressa na Eq. 6.

1 _CI;E_CRE
W't =1100  Cag

0,para Czp — Crg < 0.

,para Cpz — Crg > 0,

(6)

O fator de reducgdo (100) empregado na Eq. 6 € para que a fragdo desses canais esteja
na mesma ordem de grandeza dos outros canais. A adaptacdo da Eq. 5 para a membrana

citoplasmadtica, levando em consideracdo os canais TRP ¢ dada pela Eq. 7.

Upe = (fzvclzc) + fﬂggpc) ~dAyc - hye - (Cfs - Ccit) (7)

A equagdo para descrever o fluxo de calcio produzido pelas bombas na membrana do
RE foi desenvolvida a partir de dados experimentais. Esta equag@o considera que a operacao da
bomba depende da concentracdo de calcio, at¢ um limite de saturacdo, dado pelo constante
kyp,(ULLAH et al., 2006). A influéncia de célcio é de segunda ordem, uma vez que a bomba

transporta dois ions de calcio simultaneamente. De acordo com Verkhratsky ef al. (2012), essas
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bombas também estio localizadas na membrana celular. Assim, sua atuagao também foi levada

em consideracdo no modelo atual. A Eq. 8 descreve o fluxo de célcio devido a a¢do da bomba.

2

Cc4
B = 20 KD S i = MC, MRE ®
bb

cit
A Eq. 9, com base na de Ullah ef al.(2006), representa o fluxo de cdlcio através de

canais ativados por ligante presentes nas membranas doREe celular.

m=MC,r=fs 9)
m = MRE,r = RE

vil = phlT - fi6 - A - (G = Cad |

A descrigdo matematica da abertura e fechamento de canais idnicos, dentre todos os
anteriormente descritos fenomenos, ¢ o mais desafiador, uma vez que o os canais ndo sao
ativados simultaneamente (FALCKE, 2003) e cada um tem suas particularidades
(EISENBERG, 1999). Existem propostas interessantes em varios artigos, mas permanecem
problemas como o nimero de parametros e a auséncia de critérios claros para as escolhas de
seus valores (KEIZER; DE YOUNG, 1992; MEANS et al., 2006). Embora tenham sido usados
em estudos posteriores (HOFER et al., 2002; TAHERI et al., 2017; ULLAH et al., 2006; WU
et al., 2014), esses valores foram obtidos para diferentes tipos de células, portanto, sua

generalizacdo para o estudo de astrocitos ¢ questiondvel. A discussdo sobre abertura e
. y . \ . A . A a . .
fechamento de canais esta relacionada & dindmica do parametro p®/"na Eq. 9, que indica se o
m

r [ It 1. a ~
canal esta permitindo, em um momento especifico, a passagem de calcio (pm/ = 1) ou ndo

(p,‘j{ = 0). Resultados obtidos por Tu et al. (2005a) foram usados para a descri¢dao da dindmica

deste parametro. Esses pesquisadores realizaram um estudo detalhado dos canais ativados por
IP; e propuseram equagdes que descrevem a probabilidade de abertura do canal de acordo as
concentragdes citosolicas de Ca?* ou IP3. Os autores calcularam a probabilidade de abertura
mantendo constante ora a concentragio de IP3, ora de Ca?". Assim, eles obtiveram duas curvas
experimentais, que foram estudadas de modo a se obter funcdes que as representasse. No caso
deste modelo, ambas as concentragdes variam simultaneamente. Entdo, para simplificar, as duas
fungdes de probabilidade foram multiplicadas, resultando na Eq. 10, que representa a abertura

probabilidade de canais ativados por IPs.
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p e ksz¢ - ChE (10)
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Para os canais de calcio ativados por glutamato (i-GLURs) uma equacdo semelhante
foi usada. Neste caso, como nio h4 informacao sobre a participagdo do Ca®" em seu processo
de ativagao ou inativacao, uma equagao mais simples foi utilizada, dependente exclusivamente
de glutamato. A Eq. 11 ¢é semelhante ao primeiro termo de P;, mas a concentragdo de glutamato

agora ¢ levada em consideracao.

G]Z‘G
P; = n—sn (an
GfSG + kSGG

3.1ASPECTOS RELACIONADOS A IMPLEMENTACAO COMPUTACIONAL

A geometria para representar os astrocitos deve basicamente conter varios bragos e um
corpo aos quais os bracos podem ser acoplados. Formas, como prismas e esferas, podem ser
usados para representar a geometria do corpo celular, facilitando o uso de equacdes
macroscopicas para descrever o movimento molecular. Prismas ou cilindros podem representar
os bragos. A implementag¢do computacional do modelo matematico leva em consideragdo que
a maioria dos dados disponiveis sdo obtidos em experimentos com culturas de astrdcitos
semeados em monocamadas. O uso de um modelo bidimensional (HOFER et al.,2002) é
razoavel nestas condicdes, o que torna possivel considerar o corpo celular e seus ramos como
prismas retangulares contendo a mesma profundidade. O sistema de coordenadas cartesiano ¢
apropriado para a geometria escolhida. Assim, considerando este sistema de coordenadas e a

variacdo bidimensional, a Eq. 1 pode ser reescrita como a Eq. 12.

a“cit az[’l’cit azI’l’cit
— =Dy - Dy ——=, W =C,1 12
at w axz w ayz ( )

A localizacao e a geometria do RE influenciam a sinalizagdo de célcio (BERRIDGE
et al., 2003). Nos astrocitos, o reticulo esta localizado nas proximidades do nucleo ou disperso

no citosol (PIVNEVA et al., 2008). Resultados experimentais mostram que, nos astrocitos, o
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volume ocupado pelo RE aumenta a partir do final dos bragos em dire¢ao ao corpo celular
(PATRUSHEV et al., 2013). Além disso, Oschmann et al. (2017) demonstrou que as
extremidades dos bragos sdo influenciadas principalmente pela entrada de calcio do meio
extracelular, e ndo pela liberagdo de calcio armazenado no RE. Com base nessas informacdes,
o modelo leva em consideragdo apenas o reticulo endoplasmatico que esta localizado no corpo
celular, em torno do nucleo. No entanto, um programa computacional foi desenvolvido a fim
de verificar a influéncia do reticulo endoplasmatico existente nos bracos dos astrdcitos. Para
simplicidade, considerou-se que o nucleo da célula ¢ um prisma retangular centrado no corpo
celular e rodeado pela ER.

A Fig. 3 mostra a representa¢io da geometria computacionalmente implementada. E

possivel verificar as dimensoes utilizadas e a distribui¢ao dos bragos.

Figura 3 — Esquema da representacdo geométrica do astrocito. O diagrama mostra que existem quatro ramos
anexados ao corpo celular. O corpo celular possui o nticleo celular e o reticulo endoplasmatico ao seu redor. As
dimensdes do corpo celular sdo 8 pM x 8 uM x 1 pM. O tamanho de cada elemento do ramo é de 3 uM x 0,7
UM x 1 uM. O tamanho de cada elemento de conexdo ¢ 0,7 uM x 0,7 uM x 1 uM.

2 cell body 0.7 um
-pr
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Connection element
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IP5 activated channels

Fonte: Autora (2021)

E importante destacar que o programa computacional desenvolvido é versatil o
suficiente para fazer uma célula ramificada, com ramos de diferentes tamanhos e em diferentes
posi¢cdes. Esta versatilidade ¢ melhor descrita em um arquivo anexado ao software
computacional depositado em ModelDB.

Devido a variacdo espacial no citosol, os fluxos ilustrados na Fig. 3 ndo afetam os
volumes de controle. Portanto, eles nao foram calculados no balango de massa, mas sim como

condig¢des de contorno. Estes as condi¢des serdo especificadas agora.

3.2 CONDICOES DE CONTORNO
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As condigdes de contorno descrevem o efeito dos fluxos de calcio e deIP3 nos volumes
de controle que pertencem as membranas. Conforme mostrado na Fig. 3, essas membranas
delimitam os bragos, o corpo celular e o RE. As faces laterais dos ramos sdo consideradas
isoladas. Em suas extremidades, por outro lado, ha fluxo de célcio através dos canais ativados
pelo glutamato, e através dos canais passivos e da bomba. Além disso, ha um fluxo de produgao
do IP3. A condicao de contorno nesses casos ¢ baseada na ideia de que a massa que atravessa a
membrana se move por difusdo dentro da célula. Matematicamente, esta condi¢do ¢

representada pela Eq. 13 (IP3) e Eq. 14 (Ca*").

Al (13)
ng = _dAMC - DI ) W
aC,; (14)
szzzlc + vzcwpc + vlbw% = —dAyc D¢ - a;lt

Na membrana que envolve o corpo celular, o fluxo existente ¢ de célcio através de
canais passivos e a bomba. Considerando novamente que o movimento dentro da célula ocorre

por difusdo, a condi¢do de contorno neste local ¢ dada pela Eq. 15.

9C,i; (15)
Ju

cp bb _ N
Vme + Vme = —dAmc - Dc

Finalmente, na membrana que envolve o reticulo endoplasmatico existem o fluxo de
calcio através dos canais ativado pelo IP3 e através dos canais passivos e a bomba. Além disso,
ha o fluxo de degradagdo do IP;. As condi¢des de contorno neste local, dada pela Eq. 16 (IP3)

e Eq. 17 (Ca®"), leva em conta que o movimento dentro da célula é difusivo.

0lcyy (16)
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Oleye (17)

3.3 PROBABILIDADE DE ABERTURA

A probabilidade de abertura do canal requer uma explicac¢do adicional sobre como foi
implementado computacionalmente. Isso ¢ necessario porque a definicdo do valor de
probabilidade ndo ¢ suficiente para determinar se o canal sera aberto ou ndo. Outro critério deve
ser estabelecido para determinar a ocorréncia do evento. Foi estabelecido que o canal seria
aberto apenas se um numero, aleatoriamente escolhido a partir de uma distribui¢ao
equiprovavel no conjunto [0; 1], fosse menor do que a probabilidade calculada para cada passo
de tempo pelas Eq. 10 ou Eq. 11. O canal, uma vez aberto, permanece nesta condi¢do por um
periodo de tempo. Depois disso, ¢ fechado por outro periodo, correspondente ao periodo

refratario, t,.
3.4VALORES DOS PARAMETROS DO MODELO

Foi assumido que as concentragdes de repouso de célcio e IP3 no citosol e célcio no
RE correspondem, respectivamente, para 0,1 uM, 0,16 uM e 10,3 uM (ULLAH et al., 2006).
Além disso, a concentragdo de calcio no meio extracelular corresponde a 2 mM (BEAR et al.,
2007). A difusividade do célcio é de 25 um?s™! e a do IP3 de280 um?s™! (HOFER et al., 2002).

A fragdo volumétrica ocupada pelo reticulo foi estimado com base em dados
fornecidos por Alberts ef al. (2017). Os autores declararam que o citosol ocupa 54% do volume
total da célula. Assim, todas as organelas ocupam 46% do corpo celular. Uma vez que a fragao
celular ocupada por ER ¢ cerca de 17%, a fragdo de organelas que corresponde a ER ¢ de 37%.

O célculo da fracdo de area ocupada pelos receptores metabotrépicos foi baseado na
estimativa da densidade de receptores apresentada por Nadkarni e Jung (2005): 300 um™. De
acordo com essas informacdes e uma vez que este tipo de receptor tem um poro de
aproximadamente 5 nm de diametro (TRAYNELIS et al., 2010), o pardmetro fz\fc foi estimado
(0,006). O mesmo valor foi usado para fi5-, figkre fitrg, por simplicidade. O valor de kpc (0,3

uM) foi extraido de Hofer et al. (2002) e n (0,3) € ky, ¢ (0,78 uM) eram de Ullah et al. (2006).
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A constante associada aos canais passivos do reticulo, fyh: - hyreg, foi estimada
igualando o fluxo dos canais usados por Ullah et al. (2006) para o fluxo de repouso usado neste
trabalho. O valor obtido foi 0,12 uM-s'. O mesmo valor foi usado para os canais na membrana
plasmatica, ou seja, ch hyb- = 0,12 uM - s~1. Este fluxo é dez vezes menor para 0 corpo
celular, caso contrario, a saida seria massiva e o periodo de restituicdo do reticulo seria muito

longo, o que ndo ¢ biologicamente viavel.

c?

Url;zb = frgb “dAp, - Krl;lb Cltz ,m= MC, MRE (18)

CLt kbb

A constante de saturagdo da bomba, kbb = 0,1 uM, era também usado por Ullah et
al. (2006). As constantesf22; - Kb2r, e fibl - KEP. foram calculadas igualando o fluxo de canais
passivos e o fluxo de bombas em repouso. Da mesma forma, para canais passivos, este fluxo ¢
dez mil vezes menor na membrana do corpo celular.

As constantes de probabilidade de abertura para canais ativados por IP3 foram
extraidos de Tu et al. (2005a) e Tu et al. (2005b), considerando que os astrocitos apresentam,
principalmente, receptores IPs3 tipo 2 (Holtzclaw et al., 2002). Assim, ks; = 0,1 uM, n; = 2,2,
ksc =016 uM, n, =205 e Ks;=0,16 uM. Para canais ativados por glutamato,
inicialmente, foi adotadon; igual a n;. O valor deks; = 1000 uM foi determinado com base
no conhecimento do intervalo em que a concentragao de glutamato varia na fenda sinaptica. A
concentra¢do de o glutamato em repouso na fenda ¢ 3 M. Dado isso, em média, 3.000 moléculas
de glutamato sdo liberadas na fenda durante a transmissao sinédptica e a fenda tem um volume
de 2:0:106nm* (ALLAM et al., 2012), a média a concentracio deste composto atinge 3003 M.
Considerando a liberagdo de glutamato através da vesicula em uma sinapse, essa concentragao
nas areas em torno do astrocito tem uma amplitude de 1000 uM (ALLAM et al., 2012).
Tragando a curva com 1000, 2000, 3000 uM para o valor de ks;, o mais coerente o
comportamento estava em 1000 uM. O periodo refratario (10,8 ms) e o tempo de manutengao
de abertura (7,6 ms) de cada canal foram extraidos de Tu et al. (2005b).

As constantes associadas a produgdo IP3 e taxas de decaimento, K? = 6,0 -

“leh? =6,0-103um - s71, foram ajustados de forma que a sinalizagio de

1071 2pmol - pm - s
calcio ocorra em cerca de 1,0 s, conforme indicado em Araque et al (2014). Os

coeficienteshSipy (150 um-s~1) e h§l. (0,3 um-s~') foram ajustados assumindo que o
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reticulo tenha uma contribuigdo relevante para o aumento da concentragdo de calcio intracelular
e, considerando que no estudo comparativo com a sinalizagdo de calcio apresentado por Araque
et al. (2014), essa concentragdo dobra. E digno de nota que, apds o célculo da relagdo entre
vil-e viipgobtidos por Ullah et al. (2006), h§} correspondeu 20,002 - hé}.

Agora, depois que os parametros globais foram estabelecidos e listados na Tabela 1,

os resultados obtidos com o modelo e sua potencialidade serd exposto.

Tabela 1 - Parametros do modelo

Simbolo Descricao Intervalo Valor Unidade
Ciit Concentracdo de calcio de repouso no citosol 0,1 uM
Cre Concentracdo de célcio de repouso no reticulo 10,3 uM

endoplasmatico
Cys Concentragdo de calcio na fenda sinaptica 2,0 mM
I Concentracdo de IP; de repouso no citosol 0,16 uM
Gy Concentragdo de glutamato de repouso na 3,0 uM

fenda sinaptica

D, Difusividade do calcio no citosol 25 um?s1
D, Difusividade de IP; no citosol 280 um?s—1
ﬁlc Fracdo de area da membrana celular que 0,006 -
produz [P
K? Taxa maxima de producdo de /P, 1a20-10712 6,0 10712 umolum=2s~
kyc Constante de dissociag@o para estimulagdo de 0,3 uM

célcio para produgdo de IP;
ky¢ Constante de dissocia¢do para estimulagdo de 0,78 uM
glutamato para produgao de IP;
n Coeficiente de Hill para a produgao de [P 0,3 -
Vi Fracdo de area do reticulo endoplasmatico que 0,006 -
ocorre a degradacgao de [P
h¢ Cocficiente de degradagdo de IP; 1para 20-103 6,0-103 ums™1
d. Fracao de area da membrana celular ocupada 0,006 -
por canais ligantes
7. Fragdo de area do reticulo endoplasmatico 0,006 -
ocupada por canais ligantes
h§. Coeficiente de transferéncia de massa dos 0,3 ums~
canais ligantes da membrana celular
hS e Coeficiente de transferéncia de massa dos 10 para 200 150 ums™!

canais ligantes do reticulo endoplasmatico

1
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cp
Mc

cp
MRE

cp

hyc
cp

hyre

bb
McC

bb
MRE

bb
KMC

bb
KMRE

ks
KSC
kSI

kSG

Fracdo de area da membrana celular ocupada
por canais passivos

Fracdo de area do reticulo endoplasmatico
ocupada por canais passivos

Coeficiente de transferéncia de massa de
canais passivos da membrana celular
Coeficiente de transferéncia de massa de
canais passivos do reticulo endoplasmatico
Fracdo de area da membrana celular ocupada
por bombas de calcio

Fracdo de area do reticulo endoplasmatico
ocupada por bombas de calcio

Taxa maxima de fluxo de bomba na
membrana celular

Taxa maxima de fluxo de bomba no reticulo
endoplasmatico

Constante de saturagdo de bomba

Afinidade aparente para o sitio inibidor de
calcio

Afinidade aparente para o sitio de ativagdo de
calcio

Afinidade aparente para o sitio de ativagao de
1P,

Afinidade aparente para o sitio de ativagdo de
glutamato

Coeficiente Hill de célcio

Coeficiente Hill de /P,

Coeficiente Hill de glutamato

Tempo refratario dos canais i6nicos

Tempo de abertura dos canais i6nicos

Tempo computacional para testar a
probabilidade

Amplitude de oscilagdo do glutamato da fenda
sindptica durante um estimulo

Amplitude de oscilagdo do glutamato durante

um estimulo

0,001

0,001

120

120

0,001

0,001

0,3

0,3

0,1
0,16

0,16

0,1

1000

2,05

2,2

2,2

10,8

7,6

10,0

10,0

1000

umolum=2s~1

1

umolum=2s~

uM
uM

uM

uM

uM

uM

Fonte: Autora (2021)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s o desenvolvimento do programa computacional, foram realizadas diversas
simulagdes para que fosse possivel inferéncias a respeito do papel do reticulo endoplasmatico
na sinalizacdo de calcio nos astrdcitos. As principais variaveis avaliadas foram as concentragdes
de calcio no citosol e no reticulo endoplasmatico, bem como a de IP3 no citosol.

As concentragdes no citosol sao funcao do tempo e do espaco, todavia, os resultados
experimentais geralmente explicitam apenas sua dependéncia temporal. Por isso, foram
calculadas as concentragdes médias ao longo do tempo para a geragdo dos graficos e posterior
andlise. Além disso, optou-se por trabalhar com variaveis adimensionais, entdo dividiu-se a
concentragio média pela concentragio inicial e foram estabelecidas trés novas variaveis:yS;,
ysg e ¥k, Todas elas sdo dependentes apenas do tempo, e ndo mais do espago. As equagdes

(19), (20) e (21) explicitam seus calculos.

Eci

76 (t) = el (19)
cit

yGo(t) = 2D 20
RE

I_ci 21
Phe(t) = eit®) D

cit

Para que a sinalizacdo de calcio seja desencadeada, € necessario que haja um estimulo.
Optou-se nesse momento por utilizar o glutamatérgico com o proposito de que futuramente haja
a integra¢ao entre os trabalhos do grupo de pesquisa. Unindo o modelo de Quinaud (2016), que
descreve a chegada do potencial de acdo ao terminal pré-sinaptico, ao deGoyes (2018), que
discute a liberagdo e dinamica do glutamato na fenda sinaptica, e ao do presente trabalho, podera
se descrever a sinapse tripartite mediante efeitos glutamatérgicos. Com o modelo
completamente desenvolvido, efeitos oriundos de outros neurotransmissores, tais como o ATP
e 0 GABA, poderao também ser estudados.

Matematicamente, o estimulo glutamatérgico caracteriza-se como uma fung¢ao que
descreve a variagdo na concentragdo de glutamato ao longo do tempo na fenda sinaptica. Sabe-
se que, apos a liberagdo da vesicula na fenda, a concentracdo desse neurotransmissor aumenta

nas proximidades das terminacdes dos astrocitos e em seguida decresce novamente
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(CLEMENTS, 1996). Para representar esse processo, definiu-se a utilizagdo de uma fungao
senoidal, excluindo os intervalos em que ela ¢ negativa. Esses intervalos foram associados ao
periodo refratario apresentado pelos neurdnios, em que nao ha liberacao de neurotransmissores
(HIELMSTAD et al., 1997), e o valor assumido pela concentracdo de glutamato seria o do

repouso.

i 21 2n+1)-0
Gfs+6-sen<—-t>,t€ n-o,—————|,n€EN
o 2

= 2
Grs . 2n+1)-o (22)
L Gis tE€|————,(n+1)-0|,nEN

Graficamente, o estimulo de glutamato est4 representado na Figura 04.

Figura 4 - Concentragdo de glutamato ao longo do tempo. Fungdo definida para 0 = 10ms e § = 1000uM.
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Fonte: Autora (2021)

Ressalta-se aqui a escala temporal dos fenomenos e processos avaliados. Quando se
trata da sinalizagao de célcio dos astrdcitos, grande parte dos trabalhos leva em conta estimulos
de varios neurdnios em um grande intervalo de tempo (eventos expandidos). Todavia, sabe-se
que os astrocitos reagem a estimulos individuais de um tUnico neurdnio (eventos focais)
(BERNARDINELLI et al., 2011; DI CASTRO et al., 2011). Como esses eventos focais estdo
diretamente relacionados aos eventos envolvendo os reticulos nas ramificacdes dos astrocitos

(DI CASTRO et al., 2011), optou-se por trabalhar inicialmente com eles.
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4.1 SINALIZACAO DE CALCIO NA ESTRUTURA CELULAR SIMPLIFICADA

Os perfis de concentracdo de Ca>" e IP3 no citosol, bem como o de Ca®>" no RE,
mostram comportamento qualitativo coerente (Fig. 05). A concentracdo de IP3 aumenta devido
a sua producdo desencadeada pela ativagao de receptores metabotropicos na membrana celular.
Quando atinge a membrana do reticulo endoplasmatico, o IP; comeca a ser degradado e sua
concentracdo diminui até retornar ao valor de repouso. A concentragao de célcio no citosol
aumenta principalmente porque o IP3 que atinge o reticulo endoplasmatico abre os canais de
calcio ativados por IP3;, permitindo sua liberagdo no citosol. A concentracdo de calcio no
reticulo endoplasmatico diminui porque o calcio ¢ liberado no citosol. Tanto a concentragdo de
calcio no citosol quanto a do reticulo endoplasmatico retornam ao valor de repouso devido a

atividade das bombas de célcio e dos canais passivos.

Figura 5 - Dinamica do célcio e do IP3. O grafico mostra a dindmica das concentra¢cdes médias de calcio e IP3 no
citosol e a concentragdo de calcio no reticulo endoplasmatico.
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Os resultados obtidos podem ser comparados aos publicados em varios trabalhos
experimentais como Venance ef al. (1997) e Ullah et al. (2006). No entanto, as condi¢des
experimentais utilizadas, como culturas de astrécitos e estimulos de longo prazo, em oposi¢ao
a situagdo simulada neste trabalho, a partir de um astrocito isolado, estimulado apenas em uma
de suas extremidades, so possibilitam comparagdes qualitativas.

A diversidade de dados na literatura, obtidos de diferentes células, regides e métodos

experimentais, torna impossivel determinar valores precisos para os parametros do modelo.
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Além disso, a maioria deles esté relacionada a simplificagdes de soma de processos individuais.
Um exemplo ¢ a acdo do conjunto de canais de calcio, que depende nao apenas da dindmica
propria de cada canal, mas também de sua densidade e, na maioria das vezes, de sua
disponibilidade na membrana celular. Nesse contexto, ¢ importante avaliar a influéncia relativa

de cada um dos parametros do modelo, por meio de uma analise de sensibilidade paramétrica.
4.2ANALISE DE SENSIBILIDADE PARAMETRICA

Apds a analise do trabalho de Araque et al. (2014), é possivel inferir que a
concentragdo média citosodlica de calcio duplica em resposta a um estimulo tnico. Além disso,
¢ possivel notar que o tempo de sinalizagao ¢ de cerca de 1,0 s para este caso. Assim, a escolha
dos valores para os parametros livres do modelo visou que a concentragdo média citosolica de
calcio em repouso dobrasse e o tempo de sinalizagdo fosse de 1,0 s, aproximadamente.

Os parametros livres do modelo sdo as constantes associadas a produgao e degradacao
de IP;, KP e h%, respectivamente, e o coeficiente de transferéncia de massa através dos canais
ativados por IP; na membrana do RE, h¢ler. Inicialmente, ¢ apresentada uma andlise de
parametros considerando os valores desejados para o tempo de sinalizagdo e a concentragao
média citosolica do célcio. O desvio estimado, E, foi calculado pelo método dos minimos
quadrados: E = (FS max — 2)% + (tc — 1) Naequagdo, ¥ msx € 0 valor maximo atingido
pela concentragio média adimensional de Ca?" citosdlico, et, € o tempo para o retorno dessa
concentragdo ao valor de repouso.

A Fig. 06 mostra os resultados obtidos para 1012 - K € [1; 10],1073 - h% € [1; 15]
e h§lpr = 100,150 e 200 pm - s~1. As Fig. 6 a e Fig. 6b mostram os valores de E para dois
valores de h§'ry, evidenciando sua dependéncia aos pardmetros livres do modelo. Na Fig. 6¢
sdo indicados os conjuntos de parametros que resultam nos menores valores de E obtidos.
Evidenciou-se, dentre os conjuntos avaliados, os minimos desses valores com um ponto interno.
A Fig. 6d mostra os valores méaximos obtidos para a concentragio média citosolica de Ca** para
héler = 150 um - s~1. A linha continua liga os pontos com valores mais baixos de E.

E importante destacar que, para os conjuntos que contém os valores mais baixos de E,
a concentragao maxima média citosolica de IPs3 € restrita a uma faixa estreita. Essa caracteristica
¢ interessante quando avaliada em conjunto com o comportamento linear da relacdo entre os

parametros que permitem menos erros.
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Considerando os resultados apresentados na Figura 06, os valores escolhidos para os
parametros livres foram: K? = 6,0 - 10~ *?umol - pm - s™%, h¢ = 6,0 - 103um - s™% e hlpp =

150 pm + s~ 1,

Figura 6 - Efeito dos trés parametros livres nos valores de yfit‘méx e tc. a)E para h§lpy = 200 um - s~1.

b)Eparah§izz = 150 um - s~1. Pode-se notar que diversos conjuntos de pardmetros permitem obter valores de
erro proximos de zero. Esses conjuntos sdo mostrados na parte ¢). Os quatro pontos destacados correspondem
aos menores valores de erro obtidos. O conjunto escolhido foi h§lzy = 150 um-s~*, h% = 6,0-103um-s~te
K? = 6,0 - 10"*?umol - um - s~*. d) Valores méaximos da concentragdo média de IP; no citosol para hSp =
150 um - s~*. Cada linha pontilhada une os pontos para o mesmo valor de h%, considerando apenas os valores
fmpares que variam de 1 a 15-103. A linha vermelha liga os pontos que possuem os menores valores de E, para

h®, variando de 1 a 15-103
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Fonte: Autora (2021)

Agora, ap6s a andlise do conjunto de pardmetros, sera exposto como cada um deles

afeta o comportamento do sistema.

4.2.1 Producao de IP3

O coeficiente global da taxa de producao de IP; afeta diretamente os valores maximos
de célcio e as concentragoes médias de IP3 no citosol, Fig. 7a e Fig. 7b, mostram perfis
temporais dessas concentracdes. Pode-se observar que o padrdo das curvas e o tempo de

restituicdo nao se alteram. A Fig. 7c mostra que, a medida que o valor de KP aumenta o valor
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da concentragdo maxima de cdlcio citosolico aumenta até atingir um limite, a partir do qual
qualquer aumento no parametro analisado ndo causa alteracdes relevantes no pico de

concentracao de calcio.

Figura 7 - Dinamica das concentragdes médias de Ca?" e IP; no citosol em fungdo do coeficiente global da taxa
de produgdo do IP;. A) Dinadmica das concentragdes médias adimensionais de Ca®* no citosol apds o estimulo
glutamatérgico. As linhas pontilhadas mostram a dinimica de y$;, para diversos valores de K? (1 a 19-107'),

considerando apenas os valores impares). A linha continua mostra a dindmica do calcio para K? = 6,0 -
10~*2pmol - um - s™1. B) Dindmica da concentragio média adimensional de IP; no citosol. As linhas
pontilhadas mostram a dinAmica do IP3 para valores impares de K de 1 a 19-107'2. A linha continua mostra a
dindmica IP; para K = 6,0 - 10~*2umol - um - s~*. C) Valores maximos de concentragiio dimensional de Ca>*
no citosol para valores de K? de 1 a 20-10"'2. Para K = 6,0 - 10~ *2umol - um - s~%, a concentracdo méaxima
atinge o dobro do repouso concentragdo. D) Derivada da curva dos valores maximos das concentragdes
adimensionais de Ca' no citosog)em relagdo ao KP.
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Fonte: Autora (2021)

O comportamento observado na Fig. 7c ¢ esperado, uma vez que o aumento da
producdo do IP; resulta em uma concentragdo maior deste composto no citosol (Fig. 7b), o que
permite a ativacao de um maior nimero de canais no RE, liberando mais calcio. Este aumento
¢ limitado pela quantidade de canais presentes na membrana do RE, o que reduz a influéncia
deste composto no pico de concentragdo de célcio, apds um valor especifico. A Fig. 7d mostra
o grafico da derivada da curva de calcio maxima (Fig. 7c) em relagdo ao KP. A partir desta
ultima curva, ¢ possivel concluir que o modelo é mais sensivel ao pardmetro K? no intervalo
de1,0 a10,0 - 10~ *2pmol - um - s~ 1. A sensibilidade é significativamente inferior acima deste

valor. O valor escolhido, K? = 6,0 - 10~ ?umol - um - s~1, est4 exatamente no centro da regido



49

com mais sensibilidade do modelo para este parametro. E importante destacar que a produgdo
IP; requer energia (O'HAYRE et al., 2013), o que requer a escolha de valores que resultem em

uma producao inferior para os mesmos picos desejados de calcio citosolico.

4.2.2 Degradacio IP3

A degradagao do IPs3, tal como sua producao, afeta o pico da concentragdo citosolica
de calcio, como mostrado na Fig. 7a e a Fig. 7c. Quanto maior ¢ o parametro associado a
degradagdo, menor ¢ o valor alcangado pela concentragdo de calcio. A Fig. 7d mostra o tempo
de restituicdio para a concentragio média citosolicade Ca**. Observa-se que o tempo de
restituicio varia significativamente para valores baixos de h?, atingindo uma regido com
pequenas variagdes para valores mais altos. O inicio desta regido pode ser definido em h% =
6000 um - s~ 1. Conforme mostrado na Fig. 7c, neste ponto, a concentracio média méaxima
atinge duas vezes do valor do repouso. Portanto, este € o valor escolhido, uma vez que reduz o

tempo de restituicio e maximiza a concentragdo méxima de Ca®" citosélico.

4.2.3 Liberacio de Ca**

A liberagdo de calcio no reticulo endoplasmatico depende do coeficiente de
transferéncia de massa através canais dependentes de ligante, hSl,r. A Fig. 8a mostra a
influéncia na evolucgdo da concentracio média citosélica de Ca®*. A Fig. 8c mostra os valores
maximos desta variavel para varios valores de h§irz, evidenciando que a liberacio de calcio é
diretamente proporcional a este pardmetro. O crescimento constante observado na Fig. 8c ¢
justificado porque, com um coeficiente de transferéncia de massa mais alto, haverd mais saida
de célcio do RE para o citosol. Uma vez que esse processo seria limitado pela concentracao de
RE, que ¢ significativamente alta, ndo sdo observadas satura¢des no intervalo analisado. Por
outro lado, a concentracdo média de IP3 citosdlico ndo ¢ afetada por este parametro (Fig. 8b).
A Fig. 8d mostra a pouca influéncia desse pardmetro em relagio a concentragdo minima de Ca**
no RE. E importante dizer que a concentragdo de célcio no RE diminui cerca de 4,0%, enquanto

1

a de célcio citosolico aumenta 100%. O valor escolhido para o pardmetro, 150 um-s™-, &,

novamente, associado amdxima concentragdo citosdlica de calcio desejada (0,2 uM).
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Figura 8 - Dinamica das concentragdes médias de Ca?* ¢ IP; em fungdo do coeficiente de degradagdo do IP;.
Dinamica das concentragdes médias adimensionais de a Ca?" eb IP; no citosol para valores impares de h%. 1073
entre 0 ¢ 20. ¢ Méaximo valores ed tempo de restitui¢do para concentragdo média de Ca®" citosolica para valores
de h4.1073 erétre 0 e 20.
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Fonte: Autora (2021)

4.2.4 Implicacio da incorporacio TRPC

A incorporacao do TRPC, sem alterar a dindmica celular, auxilia na concentragao de
Ca?" no ER para retornar ao valor de repouso em um intervalo de tempo razoavel (MALLI et
al., 2007; Verkhratsky e Parpura, 2014). No entanto, como mostrado na Fig. 9, o efeito ndo ¢
significativo no caso de um Unico estimulo glutamatérgico com duragdo de 0,01 s. Por outro
lado, no caso de um trem, com uma série de 10 estimulos em sequéncia, a incorporacao dos
TRPC permite que a concentragdo basal de célcio retorne ao valor de repouso no reticulo. Isso
significa que, para um astrdcito imerso em um meio celular, com vérias conexdes e submetido

a varios estimulos, este a incorporagdo ¢ importante.
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Figura 9 - Dinamica das concentragdes médias adimensionais de Ca*" no citosol € no RE em fungéo do
coeficiente de transferéncia de massa dos canais ligantes da membrana do RE. a Dindmica da concentragdo
média de Ca®" no citosol para hS'rz. 1073 € [10,200]. A linha continua corresponde a h§lz = 150 pm -s~1. b
Dinamica da concentragio média de IP3 no citosol. Esta dinAmica ndo depende dos valores de h§gy. ¢ Valores

maximos no citosol ed valores minimos no reticulo endoplasrtr)lético para concentragdo adimensional de Ca?",
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Figura 10 - Comparagdo entre a dinamica da concentracdo de calcio no reticulo endoplasmatico, obtida com e
sem a ativacdo de canais TRPC. Na figura, os circulos brancos representam a dindmica sem a ativagido dos canais
TRPC e dos circulos pretos com ativagdo deste mecanismo. A) Curvas obtidas no caso de um estimulo unico,
com duragdo de 0,01 s. B) Curvas obtidas no caso de burst, com uma série de 10 estimulos de 0,1 s.
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4.2.5Probabilidade de abertura

O uso da probabilidade P; (Eq. 10) para a abertura dos canais ativados por IP3 nas
membranas do reticulo endoplasmatico requer que o espago seja segmentado e numerado.
Existem cem posi¢des de canais igualmente espagadas distribuidas ao longo da membrana do
reticulo. A Fig. 11 mostra que a numeragao comeca na face oposta e circunda a membrana no
sentido horario. Observa-se que, quando hd um estimulo em uma sinapse conectado a um brago
de astrocito, o lado do reticulo voltado para esse brago tem os canais com as posi¢des 38 a 62,
50 sendo a posi¢do central. No lado oposto, o canal na posi¢ao central e mais distante do
estimulo tem o nimero 100. Os canais nao abrem em sequéncia, mas obedecem ao teste de
probabilidade. Isto € possivel ver na Fig. 11a, que mostra os momentos de abertura para todos
os canais. Uma andlise da influéncia dos parametros presentes na Eq. 8,n;, ne, ks¢ e Ksc,
mostra que P; € principalmente afetada pelo primeiro. Na Fig. 11 b € possivel ver esse efeito.
Os valores usados para o expoente n; foram 1,0, 2,2, 5.0 e 10.0. O parametro reduz a

probabilidade e aumenta o tempo de abertura.

Figura 11 - Tempo de abertura do canal ativado por IP; em diferentes pontos do contorno da membrana do RE.
A) momento de abertura para todos os canais do R. B) Tempo de abertura para os mesmos canais, para diversos
valores de n;. Os valores desse parametro, dos pontos mais claros aos mais escuros, sdo, respectivamente, 1,0,
2,2,5,0 ¢ 10,0. Conforme o valor do parametro aumenta, a probabilidade de abertura diminui ¢ os canais levam
mais tempo para abrir.
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4.2.6 Influéncia da ER nas ramifica¢oes

Inicialmente, foi simulada a dindmica do calcio em apenas um ramo para verificar

como o reticulo influenciaria sua dindmica. Este ramo tinha 6 um de comprimento e 1 um de



53

largura. O reticulo foi posicionado a uma distancia de 0,4 um da membrana do astrdcito ao
redor da sinapse e tinha um comprimento de 1 pum. Outros comprimentos diferentes foram
testados: 1,5 um, 2,0 um, 2,5 um, 3,0 um.

A diferenca entre considerar a modelagem do reticulo endoplasmatico como
homogénea ou heterogénea também foi analisada. Nao foram observadas diferencas
significativas (resultados ndo mostrados). Essa informagao valida a simulagdo anterior, que usa
um reticulo homogéneo.

Primeiramente, avaliou-se o efeito do reticulo endoplasmatico presente no ramo do
astrécito na dindmica do IP3, uma vez que essa organela ¢ a principal responsavel pela
propagacao de sinalizagdo de calcio. Observou-se que o reticulo diminui a massa de IP3 que sai
da ramificagdo, como pode ser visto na Fig. 12. Todos os tamanhos de RE causam esse mesmo
efeito, mas quanto maior o tamanho do reticulo endoplasmatico, menor ¢ a quantidade de IP3
que sai da ramificacdo. Isso se deve ao fendmeno da degradacdo de IP3, que ocorre nos
contornos do endoplasmatico reticulo. Quanto maior o reticulo endoplasmatico, maior a
degradacdo. Consequentemente, a massa do IP; disponivel para ir em frente na célula e liberar

calcio de outros estoques ¢ menor.

Figura 12—Efeito do comprimento do RE na massa de IP3que deixa o ramo do astrécito. As curvas mostram a
soma da massa sobre tempo que deixa a ramificagdo do astrocito para cada tamanho de reticulo avaliado.
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Como pode ser visto na Fig. 12, a alocag@o do reticulo endoplasmaticos no ramo do

astrocito pode ndo ser bom para a sinalizagio global de Ca**, porque o reticulo diminui a

quantidade de IP3 disponivel para abertura de canais de calcio no reticulo endoplasmatico do
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corpo celular. Assim, ¢ necessario avaliar o motivo pelo qual a célula teria reticulo
endoplasmatico no final do ramo dos astrécitos.

Estudos indicam que o calcio tem sinais locais, que nao se espalham para a célula
inteira (DI CASTRO et al., 2011; KANEMARU et al., 2014). Esses sinais sao curtos e velozes.
O reticulo endoplasmatico pode contribuir para eles. A Fig. 13 mostra a dindmica da
concentracdo adimensional de calcio no ramo. A partir desta figura, ¢ possivel concluir que o
reticulo endoplasmético promove a sinalizagdo local do calcio, aumentando os niveis deste

composto em um intervalo de tempo pequeno.

Figura 13 - Efeito do comprimento do RE na concentragdo adimensional de Ca*" no ramo do astrocito. As curvas
mostram a concentragio adimensional de Ca>" ao longo do tempo para cada tamanho de reticulo avaliado.
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Fonte: Autora (2021)

A dinamica do célcio observada na Fig. 13 pode ser utilizada para comparagao com os
resultados experimentais de Di Castro et al. (2011) com relagdo aos eventos locais de célcio.
No estudo de ramos de astrocitos, os pesquisadores concluiram que sinalizacdo local se estende
a distancias de 3 a 8§ um, tem um tempo de subida de 0,14 se uma duracdo de 0,7 s. No presente
trabalho, o ramo tem 6 pm, o tempo de subida do célcio foi de 0,2 se a duragdo foi de 0,8 s.
Esses resultados podem validar o conjunto de parametros definidos na simulagdo anterior.

Além de contribuir para a sinalizacao de célcio local, o reticulo endoplasmatico pode
contribuir para o avango da onda de célcio, uma vez que o cdlcio liberado segue em frente
quando chega ao fim do ramo do astrécito. Como pode ser visto na Fig. 14 e Fig. 15, a
quantidade de calcio que sai da ramificacdo ¢ pequena e mais lenta que o IP3, entdo este calcio

possivelmente nao contribui significativamente para o avango da onda de calcio.



55

A producao do IP; depende da concentracdo de célcio em torno dos receptores
metabotropicos. Assim, outro efeito do reticulo endoplasmatico no final das ramificag¢des do
astrocito pode ser aumentar a produgdo de IP3. Nos casos discutidos acima, esse efeito ¢
imperceptivel, uma vez que o tempo que ocorre a producao de IP3 € menor do que o tempo que
o IP3 leva para atingir o reticulo endoplasmatico, liberar o calcio e o célcio chegar a membrana
para fortalecer a producdo de IP3;. Assim, foi necessario avaliar um burst, que corresponde a
sucessivas transmissoes sinapticas. Trés estimulos foram realizados a fim de analisar se o calcio
liberado no primeiro estimulo ¢ capaz de em influenciar a producao de IP; no segundo e terceiro

estimulo. Foi descoberto que esse efeito € insignificante. A produgdo do IP3 aumenta em cerca
de 0,001%.

Figura 14 - Efeito do comprimento do RE na massa de Ca?*que deixa o ramo do astrocito. As curvas mostram a
massa de Ca®" que deixa o ramo astrocitario ao longo do tempo para cada tamanho do reticulo avaliado.
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Fonte: Autora (2021)

Além do tamanho do reticulo, algo que pode em influenciar a producdo de IP; ¢ o
posicionamento do reticulo endoplasmatico. Para avaliar a influéncia do posicionamento do
reticulo na produgdo de IP3, o menor reticulo testado (1,0 pm) foi alocado a 0,4 um, 0,8 pme
1,4 um de distancia da membrana celular onde o IP3 ¢ produzido. De novo, o efeito na produgao
de IP; foi inferior a 0,001%.

Com essa andlise, ¢ possivel verificar que o reticulo endoplasmatico alocado no ramo
do astrocito contribui principalmente para a sinalizacdo local do calcio. Em relagao a
sinalizagdo global, seu efeito € negativo, uma vez que reduz a quantidade de IP3 disponivel para

a abertura de canais no reticulo endoplasmatico do corpo celular. Também foi possivel notar
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que o aumento da concentracdo local de céalcio ndo influencia a produgdo de IP3
significativamente.

A fim de analisar a influéncia dos parametros nesta nova simulagdo, os mesmos
parametros da simulacdo anterior simula¢ao foram avaliados: coeficiente de produgdo (K?),
coeficiente de degradacdo (h?) e coeficiente de liberacdo de calcio (h&zz). Os resultados

podem ser vistos em Fig. 15.

Figura 15 -Efeito dos parametros no fluxo de calcio através dos canais acoplados a receptores ionotropicos.
Influéncia dos parametros relacionados a produgdo de IP3, degradagdo de IP; e liberagdo de calcio no fluxo de
calcio através dos canais acoplados a receptores ionotropicos de IP; presentes no reticulo endoplasmatico.
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Conforme discutido anteriormente, os parametros relacionados ao IP; t€ém efeitos
opostos: quanto maior o coeficiente de producdo, maior serd a quantidade de calcio liberada
pela RE. Quanto maior o coeficiente de degradacdo, menos calcio ¢ liberado do reticulo. A Fig.
15 mostra que a influéncia desses parametros nao € significativa ao avaliar o fluxo através dos
canais acoplados aos receptores ionotropicosde IP3. A respeito do parametro de liberacao de
calcio, a sensibilidade do modelo ¢ muito mais alta. Isso ocorre porque esta diretamente
relacionado ao fluxo de saida do célcio. Se o pardmetro dobra, a saida do fluxo de célcio duplica.

Se o parametro for dividido pela metade, o fluxo € reduzido pela metade também.
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Outro aspecto interessante a enfatizar ¢ o processo de abertura do canal. No reticulo
endoplasmatico do corpo celular, o IP3 chega devagar, entdo os canais vao abrindo
sequencialmente. Na ramificacao, por outro lado, dado o alto coeficiente de difusdo do IP3 e o
pequeno espaco disponivel para movimentagao, os canais abrem quase simultaneamente. Este
fendomeno ¢ evidenciado na Fig. 16. Em todos os tamanhos de RE, todos os canais sdo abertos
simultaneamente quando a concentragdo de IP3 ¢ alta. Quando a concentra¢do de IP3 diminui,
em torno de 0,2 s, entdo € possivel observar mais claramente o efeito da probabilidade de

abertura nos canais.

Figura 16 - O Fluxo de calcio através dos canais de calcio acoplados a receptores ionotropicos de IP3. Os canais
acoplados aos receptores ionotropicos de IP3 sdo abertos simultaneamente no reticulo endoplasmatico. Quanto
maior o reticulo, maior o nimero de canais e, consequentemente, maior o fluxo de célcio. Com o passar do
tempo, o nimero de canais que abre é menor ¢ o efeito da probabilidade de abertura torna-se evidente.
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Fonte: Autora (2021)

Também ¢ possivel observar na Fig. 16 que, embora todos os canais abram
simultaneamente, hd uma pequena diminuicao no fluxo com o tempo. Isso pode ser melhor
compreendido pela observa¢do do fluxo ao longo do tempo através de um unico canal.
Conforme os gradientes diminuem (aumenta concentracdo de céalcio na célula e diminui

concentracao de calcio no reticulo), o fluxo também diminui (Fig. 17).
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Figura 17 - O fluxo de célcio através de um unico canal acoplado a um receptor ionotropico de IPs. O fluxo de
calcio através de um canal diminui ao longo do tempo devido a diminui¢do dos gradientes. Os intervalos em
branco representam o canal fechado.
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A simulacdo computacional de um unico ramo permitiu a analise dos efeitos do
reticulo endoplasmatico na sinalizacdo local de cdlcio. A andlise de seus efeitos na sinalizacao
global de calcio requer uma geometria mais complexa. Portanto, a geometria mostrada na Fig.
18, contendo um corpo celular e dois ramos ligados a ele, foi simulado. Os dois os ramos contém
reticulo endoplasmatico. Esta configuragao foi denominada L1R1 para facilitar a apresentagao
dos resultados. Para uma melhor analise dos resultados, outras configuracdes foram testadas
em que o reticulo estava presente apenas em um dos ramos (L1R0 e LOR1). Finalmente, para
fins de comparagdo, também avaliamos a situacdo em que os ramos nao contém reticulo (LORO).

Primeiramente, avaliou-se o efeito da a¢do do reticulo endoplasmatico dos ramos na
producdo de IP3. Foi observado que as configuragdes L1R1 e L1R0 tem uma produgdo de IP3
0,000086% maior que a produ¢do de LOR1 e LORO. Isso mostra que o reticulo localizado
proximo ao estimulo aumenta a producao de IP3. Embora o aumento ndo seja significativo, ele
ocorre. Este aumento na producao do IP3 ocorre porque o calcio que € liberado do reticulo pelo
IP3 viaja para a membrana celular e ai pode potencializar a produgdo do IP; (PAWELCZYK;
MATECKI, 1997). Isso pode ser evidenciado quando se observa que no primeiro estimulo ndo
ha distin¢do e entre o fluxo produzido nas quatro configuragdes. Nos estimulos subsequentes,

¢ possivel notar esta distingdo (resultados ndo mostrados). O que faz o aumento na produgao
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IP; tdo pequena ¢ a dindmica temporal de célcio, que € lenta. Assim, € possivel afirmar que o
reticulo nas extremidades do ramo ndo contribui para aumentar significativamente a producao

de IPs.

Figura 18 - Configuragdes geométricas implementadas computacionalmente e comparadas para analisar o efeito
do reticulo endoplasmatico nos ramos do astrocitos. Inicialmente, o reticulo foi colocado nos doiss ramos do
astrocito. Posteriormente, uma simulagao foi realizada com o reticulo apenas no ramo direito e uma outra
simulagdo com reticulo apenas no ramo esquerdo. Finalmente, os dois reticulos endoplasmaticos foram
removidos e um nova simulagdo foi realizada. Os resultados gerados por esses quatro as configuragdes foram

analisados e comparados. O comprimento do o reticulo endoplasmatico ¢ de 1 pm.
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Fonte: Autora (2021)

Com relagdo a saida IPs, isto ¢, para o IP3 que avangaria na célula ou at¢ mesmo na
rede dos astrdcitos, € possivel concluir que o a configuragdo mais favoravel seria aquela em que
ndo ha reticulo endoplasmatico nos ramos (Fig.19). Isso ocorre porque o reticulo promove a
degradacao deste composto. A degradagao do IP3 ird ser proporcional a quantidade de reticulo

endoplasmatico na célula.



60

Figura 19 - Saida instantdnea do fluxo de IP3no final do ramo direito. O grafico mostra a saida de IP3 no ramo
oposto ao ramo onde o estimulo ¢ aplicado. O fluxo ¢ menor para a situa¢ao onde ha reticulos nos dois ramos,
intermediario para as situagcdes com reticulo em apenas um dos ramos € maior para o caso em que 0s ramos nao
apresentam reticulo.
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Em relagdo ao calcio, ¢ interessante notar o fluxo de calcio na membrana celular em
que o estimulo ocorre, mostrado na Fig. 20. Nesta regido, ha um fluxo de saida ao longo tempo,
porque o aumento da concentracao intracelular de calcio promove a acdo da bomba em uma
tentativa de restaurar o estado de repouso. E observado que, nos casos em que o reticulo esta
no ramo esquerdo, a saida ocorre mais rapida e com grande oscilagdo. Esta oscilagdo ¢ o
resultado da dindmica probabilistica de abertura de canal no reticulo. Uma vez que o reticulo
estd perto de onde o fluxo estd sendo medido, este efeito probabilistico ¢ mais claramente
percebido. Em casos em que ndo hé reticulo nas proximidades da membrana onde ocorre o
estimulo, o célcio que chega vem do corpo celular. Como precisa viajar através do corpo celular

e do ramo para sair a célula, o efeito probabilistico ndo ¢ mais evidente.

Figura 20 - O fluxo de calcio na membrana celular onde ocorre o estimulo. O fluxo de calcio na membrana
celular do ramo onde ocorre o estimulo é um fluxo de saida, entdo é negativo. Quando ha um reticulo neste
ramo, o fluxo ¢ maior e mais oscilatorio. Esta oscilagdo ¢ devido a natureza probabilistica da abertura de canais.
Quando nio ha reticulo, a difusao dissipa este efeito probabilistico, ndo mais sendo percebido.
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O fluxo de saida de calcio no final do ramo em que o estimulo ndo ocorre pode ser
observado em Fig. 21. Essa figura mostra dois tipos de comportamento. O primeiro
comportamento corresponde as configuragdes que contém o reticulo endoplasmatico no ramo
direito. O segundo comportamento corresponde as configuragdes que nao tem reticulo neste
ramo. O reticulo perto da saida faz com que o fluxo de saida comece mais cedo. Isso ocorre
porque o IP3 atinge esse reticulo rapidamente, liberando o calcio que esta dentro dele. Quando
nao ha reticulo, o célcio saindo do final do ramo vem do reticulo do corpo celular. Uma vez que

o calcio ¢ dez vezes mais lento que o IP3, leva mais tempo para sair nesta configuragao.

Figura 21 - O fluxo de célcio na membrana celular no ramo direito. O grafico mostra o calcio na membrana
celular no ramo direito. As duas dindmicas mais rapidas correspondem a configuragdo com reticulo neste ramo e
as duas mais lentas correspondem as configuragdes em que nao ha reticulo neste ramo.
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Fonte: desenvolvida pelo autor (2021).

Ao calcular o fluxo acumulado ao longo do tempo, a sequéncia do valor do fluxo de
saida de calcio ¢ LOR1> LORO> L1R1> LIR0O. Embora o fluxo de calcio ocorra mais
rapidamente quando ha um reticulo préximo a saida, a quantidade total de calcio que sai da
célula ¢ maior quando nao ha reticulo no outro ramo (Fig. 22). Isto ocorre porque o reticulo no
ramo esquerdo, além de liberar calcio, promove a degradagdo do IP3;. Desta forma, o IP3
disponivel para atingir o reticulo do ramo direito € menor, liberando menos célcio. A partir
desses resultados, conclui-se que a configuracao que permite o avango de uma quantidade maior
de célcio ¢ a que ndo ha reticulo no primeiro ramo. A incorporagdo deste reticulo reduz em
cerca de 17% a quantidade de cdlcio que avancaria tanto na rede de astrocito ou na propria
célula. Agora, com respeito ao reticulo proximo a saida, aumenta apenas 1% a quantidade de

calcio que sai.
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Figura 22 - Calcio acumulado na membrana celular no ramo direito. O grafico mostra o fluxo de célcio
acumulado na saida do ramo direito. Existem duas dindmicas que sdo mais rapidas (L1R1 e LOR1) e duas que
sdo mais lentas (L1R0 e LORO). No entanto, eles se separam e uma das dindmicas mais lentas (LORO) se torna a
segunda configuracdo que fornece mais calcio para avangar na célula ou na rede de astrocitos.
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Existem duas maneiras de analisar o efeito do reticulo endoplasmatico nos ramos: um
com respeito a quantidade de célcio e IP3 que estdo disponiveis para avangar na rede ou na
propria célula, e outro no que diz respeito a dindmica do avanco desses compostos. O reticulo
nos ramos diminui a quantidade de IP3 que avanga na célula, consequentemente, ha uma menor
liberacao de calcio no reticulo que estdo mais a frente no caminho que sera percorrido por ele.
Por outro lado, o reticulo torna a dindmica do calcio mais rapida, porque o IP3, que se move
muito rapido, chega antes nas extremidades da célula, liberando célcio localmente.

Uma hipdtese sobre a localizagdo e fungdo de organelas como o RE nos ramos dos
astrocitos envolve a formagio de barreiras de difusio (OHEIM et al., 2017). E possivel avaliar
o efeito da barreira de célcio ao analisar o fluxo na conexao entre os ramos € o corpo celular. A
Fig. 23 mostra o fluxo através da conexao entre o ramo esquerdo e o corpo celular. Para entender
o grafico, ¢ importante considerar que os fluxos positivos indicam a dire¢ao da esquerda para a
direita e os fluxos negativos indicam a dire¢ao da direita para a esquerda. Como esse fluxo ¢
negativo, o calcio que inicialmente passa por ele € o calcio que vem do reticulo do corpo celular.
Isto ¢ porque o IP3 chega rapido e o reticulo estd mais perto da conexdo do que o reticulo do
ramo. Comparando a situacdo L1RO0 e LORO, ¢ possivel visualizar a barreira de célcio, uma vez
que o fluxo de célcio em dire¢do ao ramo diminui consideravelmente. Isto seria de se esperar
porque, dada a existéncia da barreira de calcio, o fluxo através da conexdo entre o corpo celular
e o ramo direito eram maiores na situacdo L1RO quando comparada com o fluxo na
configura¢ao LORO. No entanto, o fluxo em LORO ¢ maior (Fig. 24). Isso ocorre porque, quando

ha reticulo no ramo esquerdo, menos IP3 ¢ disponibilizado para o corpo celular.
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Figura 23 - Fluxo através da conexao entre o lado esquerdo ramo e o corpo celular. O grafico mostra o fluxo de
calcio na conexdo entre o ramo esquerdo e o corpo celular. O fluxo negativo indica que ocorre a partir do corpo
celular em dire¢@o ao ramo. Existem duas configuragdes onde o fluxo ¢ maior (LOR1 e LORO) e dois onde é
menor (L1R1 e L1RO). Isso ocorre por duas possiveis razdes: ou o calcio liberado pelo reticulo gera uma barreira
de calcio ou menos IP3 atinge o corpo celular no segundo caso dada a degradagdo promovida pelo reticulo no

ramo.
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Figura 24 -Fluxo através da conexdo entre o ramo direito e o corpo celular. O grafico mostra o fluxo de célcio na
conexao entre o ramo direito e o corpo celular. O fluxo positivo indica que ocorre a partir do corpo celular em
diregdo ao ramo.
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Para ver se ¢ de fato a barreira de calcio que provoca a diminui¢ao do fluxo na conexao
entre o ramo esquerdo e o corpo celular, foi feita a simulagdo do L1R0, mas desta vez o reticulo
apenas degrada o IP3 e ndo libera célcio. Esta simulacdo ¢ chamada de L1R0 *. Como pode ser
visto na Fig. 25, a diferenca entre as curvas azul (LORO) e rosa (L1RO *) mostra que a
degradacdo de IP; na verdade diminui. Por outro lado, a diferenca entre o rosa (LIRO *) e o

vermelho (L1R0) mostra o efeito da barreira de célcio neste fluxo.
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Figura 25 - Fluxo através da conexao entre o ramo esquerdo e o corpo celular em comparacdo a uma situacdo em
que o reticulo ndo libera calcio. Para separar os fendmenos, foi feita a simulacdo L1RO *. Nela, o reticulo, apesar
de degradar o IP3, ndo libera célcio. Dessa forma, € possivel conhecer o efeito da barreira de calcio promovida
pelo reticulo (diferenga entre as linhas rosa e azul). A diferenga entre as linhas rosa e vermelha revela o efeito

apenas da degradacéo do IP;.
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Para avaliar se a barreira de céalcio promove o avango da onda de calcio, pode-se

observar a Fig. 26, que compara os fluxos de calcio na conexao entre o ramo direito e o corpo

celular. E possivel observar que ndo ha distingdo entre as configuragdes LIR0 ¢ L1RO *. Isso

mostra que os efeitos da barreira do célcio sdo dissipados ao longo do caminho do célcio. Dessa

forma, a barreira contribui para a dinamica local, mas nao global.

Figura 26 - Fluxo através da conexdo entre o ramo esquerdo e o corpo celular, em compara¢do com uma situagéo
em que o reticulo ndo libera calcio. O grafico mostra que, embora exista a barreira do calcio, seus efeitos sdo
dissipados ao longo do caminho do calcio. Portanto, ndo ha distin¢do entre as linhas rosa e vermelha. O tinico

efeito observado no fluxo de célcio entre o ramo direito e o corpo celular ¢ a degradagdo do IP3; promovida pelo
reticulo apresentado no ramo esquerdo.
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Com base nesses resultados, € possivel perceber que diversos processos influenciam a

sinalizagdo do célcio, porém, ha uma distincao entre efeitos locais e globais (DI CASTRO et

al., 2011), bem como entre efeitos dindmicos e quantitativos. O reticulo nos ramos participa
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principalmente dos efeitos locais e contribui principalmente para a modificacdo da dindmica
desses processos. Esses reticulos, quando dispostos nas proximidades de onde ocorrem os
estimulos, contribuem para a sinalizag¢ao local do calcio. Isso pode ser interessante para a célula
acelerar a liberagao de vesiculas, que dependem do aumento intracelular concentragao de calcio
(ARAQUE et al., 2014).

O reticulo alocado nos ramos altera a dindmica do cdlcio, pois permite que a
concentracdo de célcio aumente mais rapidamente nas extremidades dos ramos localizados
longe de onde ocorreu o estimulo. Isso porque o IP3 se move muito rapidamente, atingindo os
reticulos localizados nos ramos distantes muito antes que a onda de calcio produzida pelo
reticulo localizado no corpo celular os alcance. Quantitativamente, a presenca dos reticulos nos
ramos ¢ pior, pois a degradagdo do IP3 por eles causada leva a uma menor liberacao de célcio.

Nossos resultados indicam que, embora os reticulos degradem o IP; e,
consequentemente, diminuam a quantidade de célcio total que ¢ liberado ao longo da onda de
calcio, eles contribuem para acelerar a dinamica da onda de célcio. Existe uma relagdo entre os
processos que resultam em uma compensacao: reticulo degrada o IP3, o que leva a liberacdo de
menos calcio nos processos mais distantes, mas esse reticulo leva, por outro lado, a uma

aceleracao do processo.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho apresenta trés contribuicdes para a comunidade cientifica: o
modelo matematico e sua implementagdo computacional, a andlise de sensibilidade paramétrica
e a analise dos efeitos do reticulo em ramos de astrdcitos.

Em relagdo a primeira contribui¢do, o modelo foi construido e implementado
computacionalmente, para garantir flexibilidade para analise da sinalizacdo de calcio em
astrocitos. A geometria do astrocito pode ser bastante extensa e ramificada, dependendo apenas
do recurso computacional disponivel. Além disso, os mecanismos podem ser ativados ou
desativados facilmente, permitindo uma analise de seus efeitos sobre o fenomeno estudado. O
modelo matematico também leva em consideracdo parametros que podem ser determinados
experimentalmente, como: densidade de canal e coeficientes de transferéncia de massa. Todos
esses aspectos sdo importantes ao comparar os resultados do modelo com um determinado
resultado experimental. Isso ocorre porque ha uma grande diversidade de resultados
experimentais, uma vez que a sinaliza¢do do calcio depende da localizagdo e do tempo dos
fluxos de célcio (VOLTERRA et al., 2014). Esse tipo de informagdo ¢ facilmente inserido no
modelo, permitindo uma comparac¢ao mais precisa.

E importante ressaltar que modelos matematicos devem ser disponibilizados para que
a comunidade cientifica os aprimore. Manninen ef al. (2017) relataram que varios modelos nao
sdo reproduziveis e ndo fornecem todas as informagdes necessarias. Para evitar isso, os autores
do presente trabalho disponibilizaram o programa para que todos os que trabalham na area
possam utilizé-lo, modifica-lo e gerar os mais diversos resultados, contribuindo assim para a
discussdo sobre o papel dos astrocitos no cérebro processando informagao.

No que diz respeito a analise de sensibilidade paramétrica, mais do que uma reflexdo
sobre a influéncia de parametros € mecanismos na sinalizagdo do calcio, permitiu duas
conclusdes muito pertinentes. A primeira € que existem varios conjuntos de parametros que
levam a mesma dinamica do célcio nos astrocitos. Esse comportamento ¢ bastante comum em
sistemas biologicos, uma vez que o sistema como um todo deve responder de forma semelhante
nos diversos tipos de situagdes a que esta sujeito (PRINZ et al., 2004). A segunda € que os
parametros dos modelos matematicos ndo podem ser considerados absolutos e requerem revisao
constante, principalmente quando ndo provém de resultados experimentais. Varios parametros

utilizados no presente trabalho e em uma sequéncia de trabalhos disponiveis na literatura foram
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inicialmente ajustados por Keizer e De Young (1992). Vérios deles foram obtidos a partir da
otimizagdo do comportamento da célula como um todo, ou seja, dependendo do tipo de
experimento realizado. Além disso, os proprios autores ressaltaram que escolheram apenas um
dos conjuntos possiveis para a situagdo avaliada. O amplo uso desses parametros levou a
comunidade cientifica a acreditar que nao ha necessidade de revisar esses valores. De acordo
com Manninen et al. (2018), os modelos de sinalizagdo de célcio em astrocitos sdo muito
semelhantes e utilizam basicamente os mesmos parametros. Esses valores ndo sao discutidos e
sao usados indiscriminadamente. O que propomos ¢ que, dado o desenvolvimento experimental
de que dispomos, sejam feitos experimentos especificos para cada mecanismo. Esses novos
parametros podem ser facilmente agregados ao modelo, permitindo resultados mais precisos.

Por fim, o presente trabalho contribuiu para a analise dos efeitos do reticulo nos ramos
dos astrdcitos. A localizagdo e a func¢do do reticulo endoplasmatico em astrdcitos ainda geram
divergéncia de opinido na comunidade cientifica (GOLOVINA E BLAUSTEIN, 2000;
GOLOVINA, 2005; HOLTZCLAW et al., 2002; OHEIM et al., 2017). Nossos resultados
indicam que, quando alocado nos ramos, o reticulo tem efeitos positivos e negativos,
dependendo de sua posi¢ao na célula. Quando colocados proximos ao estimulo, contribuem
para a sinalizagdo local do calcio, mas afetam negativamente a sinalizacdo global devido a
degradacio do IP3 que promovem. E importante enfatizar que o dano a sinalizag¢io global de
calcio causado pelo reticulo para evitar o avang¢o da sinalizacdo. Por outro lado, quando
alocados longe do local do estimulo, permitem que a sinalizacdo do calcio chegue aos pontos
mais distantes mais rapidamente. Assim, dada a velocidade com que ocorrem 0s processos
cerebrais, € possivel que o astrdcito aloque reticulo em todos os ramos de forma a acelerar o
avango da sinalizacdao do célcio. A consequéncia da sinalizagdo local favorecida pelo reticulo
nas extremidades dos ramos onde hé estimulo ainda precisa ser melhor explorada em trabalhos
futuros. A principal hipotese envolve a gliotransmissdo (ARAQUE et al., 2014).

E importante enfatizar que os modelos para a sinalizagdo do célcio nos astrocitos ainda
requerem muita sofisticacdo para que possam contribuir no entendimento das fung¢des desta
célula no processamento da informacao cerebral. O trabalho colaborativo nos permite o alcance
objetivos maiores em menos tempo. Portanto, ao disponibilizar nosso software para a
comunidade, esperamos que cientistas experimentais e tedricos contribuam para o
desenvolvimento do modelo e estimem os pardmetros de forma mais adequada para que

tenhamos uma ferramenta versatil e util.
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APENDICE A - Programa computacional desenvolvido

CALCIUM DYNAMICS IN ASTROCY'TES
CDA PROGRAM

Version CDAP-01

contribution of endoplasmic reticulum

Mean Mean
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routine
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routine
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Global Variables ; IMPLICIT NONE
pi = 3.1415D00, time = 1.0D00
n_of_regions = branches + cell_body, branches = 2, &
Cell membrane Glu open channel = 1, cell body =1

Nt = time * 3.0D5, n_save_time = Nt/10000, nxy = 205 &
n_show_screen = Nt/200
dir results

R :: dir main = "RESULTADOS4"

INTEGER :: Nx(n of regions), Ny(n of regions), k organelles x(n of regions,2), &
k organelles y(n of regions,2), boundary IP3(n of regions,2,2), &
n_saved, reticulum(n of regions), points_where_is_the branch(2), &
boundary Ca(n_cf regions,2,2)

REAL*8 :: length x(n_of_regions), length y(n_of_regions), &
length ER y(n_of regions), length ER x(n of regicns), &
delta x(n_of regions), delta_y(n_of_regions),Connection(n_of_regions,2,2)

REAL*8 :: C(n_of regions,nxy,nxy,2), C ER(n_of regions, nxy, nxy,2), Glu initial, &
TIP3 (n_of_regions, nxy,nxy,2), Ca_initial, Ca_FER_initial, IP3_initial, &
Ca_cleft,

REAL*8 :: Ca cell membrane flux(n of regions), Ca out flux(n of regicns), &

Ca_ER _membrane_flux cytosol (n_of regions), IP3_out_flux(n_of regions), &
Ca_ER membrane flux ER(n of regions), IP3 production flux(n of regiocns), &
IP3 degradation flux inst(n of regions), calcium flux ER membrane, &
IP3_production flux inst(n_of_ regions), Ca_out_flux_inst(n_of_regions), &
Ca_cell membrane flux inst(n of regions), &
IP3_degradation_flux(n of regions), IP3_out flux inst(n_of regions), &
connection_flux Ca(n_of_regions, n_of_regions), &
connection flux IP3(n of regions, n of regions), &
connection flux Ca_inst(n_of regions, n_of regions),&

connection_flux IP3_inst(n_of_reglons, n_of regions)

REAL*8 :: leakage area fraction, leakage area fraction ER, pump area fraction, &
IP3_degradation_area fraction, IP3_production_area_ fraction, &
Ca_channels_Glu_area fraction, pump area_ fraction_ER, &
Ca_channels IP3 area fraction

REAL*8 :: pump coefficient, pump saturation_coefficient, leakage coefficient, &
leakage coefficient ER, Diffusion(2), IP3_production coefficient, &
Ca_channels Glu coefficient, pump coefficient ER, &
Ca_channels TIP3 coefficient, IP3_degradation coefficient

REAL*8 :: pump Hill, Glu Hill, Ca_Hill, n prob Glu, Glu sat, n_prob IP3, IP3 sat, &
n prob Ca, Ca sat 1, Ca sat 2, sat IP3 production Glu, &
sat_IP3_preoduction Ca

REAL*8 :: refractory period, refractory end time(n of regions, nxy, nxy), &
refractory end time Glu(n_of regions, nxy, nxy)

REAL*8 :: Glu, Glu_amplitude, oscillation_period, stimulus_time
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REAL*8 :: time n, delta t, time scale to open channel Glu, opening time , &
channel opening time Glu(n_of_ regions, nxy, nxy), &
channel time scale counting, &
channel cleosing time Glu(n_of regions, nxy, nzy)

REAL*8 :: ER _channels_time (n_of_regions,nxy,nxy,2), time scale_to_open_channel IP3,&
openned_closed channel (n_of regions, nxy, nxy)
INTEGER :: opening(n_cf regicns, nxzy, nxy)

REAL*8 :: lambda x(n_of_regions,2), lambda y(n_of regions,2)
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SUBROUTINE VERIFY TIME EXECUTION_AND RESULT DIRECTORY (k)

USE Global_Variables

IMPLICIT NONE

INTEGER :: k, kl, values(8), Initial time, Partial time

CHARACTER(8) :: date ; CHARACTER(10) timel ; CHARACTER(5) :: zone

CHARACTER(4) year ; CHARACTER(2) :: month, day, hh, mm ; CHARACTER(60) :: LINHAl
INTEGER :: minu, seg, milli, Topology time, After retina time, final time

REAL :: execution time, stimulation time, runtime

IF (k.EQ.l1l) THEN

CALL DATE AND TIME (date,timel, zone,values)

Initial_time = ((values(5)*60 + values(6))*60 +values(7))*10**3 + values(8)
ENDIF

IF (k.EQ.1l) THEN
OPEN(1,file="x divide the date.txzt")
WRITE(1,4) date ; WRITE(1,41) timel
CLOSE (1)
OPEN(1l,file="x divide the date.txt")
READ(1,5) year, month, day ; READ(1,51) hh, mm
CLOSE (1)
dir results = dir main//"\"//year//"."//month//"."//day//"\"//hh//"."//mm//"\"
CALL system('mkdir '// adjustl( trim(dir results) ))
WRITE (*,1) "requested directory was created: ", dir results
ENDIF
FORMAT (A37, A25)
FORMAT (A8)
FORMAT (A10)
FORMAT (A4, 2A2)
FORMAT (2A2)

IF (k.EQ.l) THEN
OPEN (55,filezdir_results//’"DOO data e tempos.txt")
WRITE (*,6) "Execution Date: ", values(3),"/",values(2),"/",values (1)
WRITE (55,6)"NeuronalSY¥S 3.0 -Execution Date:", &

values (3),"/",values(2),"/",values (1)
WRITE (*, 71" Execution Time:", &

values(5),":",values(6),",",values(7)
WRITE (55,7)™" Execution Time:", &

values(5),":",values(e),",",values(7)
WRITE (*,8)"ExecutionDirectory:", dir results
WRITE (55,8)"ExecutionDirectory:", dir results
ENDIF
FORMAT (A38,1i4,A1,12,A1,i4) ;
FORMAT (A38,i4,A1,i2,Al,i3) ;
FORMAT (A38,A25)

IF (k.EQ.1) THEN
OPEN (102,file=dir_results//"00 Balance IP3 total a.txt")
PEN (103,file=dir results//"00 Balance Ca total a.txt")
OPEN (104, file=dir results//"000 Fluxos Ca a.txt")
OPEN (105,file=dir_results//"000 Fluxos IP3 a.txt")
PEN (106, file=dir results//"000 Fluxos instantaneos Ca a.txt™)
OPEN (107, file=dir results//"000 Fluxos instantineos IP3 a.txt")
ENDIF
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IF (k.EQ.2) THEN

CALL DATE AND TIME (date,timel, zone,values)
= ((values(5)*60 + values(6))*60 +values(7))*10**3 + values(8)
me.GT.Initial time) THEN

final time

IF (final ti
runtime
runtime

LSE
runtime
runtime

ENDIF

T

I

final time - Initial time
runtime / 10**3

(24*60%60*10**3 —Initial time) + final time
runtime/10**3

WRITE (*,11) "Total time:",runtime,” s"
WRITE (55,11) "Total time: ", runtime," s"

ENDIF

11 FORMAT (A38,f10.3,A2)

END SUBROUTINE VERIFY TIME EXECUTION AND RESULT DIRECTORY
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PROGRAM Astrocytes_MAIN
USE Global_Variables
IMPLICIT NONE

END PROGRAM Astrocytes MAIN

B B R
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SUBROUTINE Numerical_parameters

USE Global Variables

IMPLICIT NONE

INTEGER :: j, r, ff, N ER v, naux2, r x(3), r Nx(3), r size(3), r ¥(3), r Ny(3)
REAL*8 :: ER fraction

Nx(l) = €0 ; Ny(l) = 20 ; length x(1) = 6.0D00 ; length y(1) = 1.0D00
Nx(2) = 60 ; Ny(2) = 20 ; length_x(2) = 6.0D00 ; length y(2) = 1.0D00
Nx(3) = 100 ; Ny(3) = 200 ; length x(3) = 10.0D00 ; length y(3) = 10.0D00
reticulum(l) =1
IF (reticulum(l) == 1) THEN
r_x(1) = 10 ; r Nx(l) = 10 ; r size(l) =1 ; r y(1) = 9 ; r Ny(l) =6
ENDIF
reticulum(2) = 0
IF (reticulum(2) == 1) THEN
r x(2) =44 ; r Nx(2) =10 ; r_size(2) =1 ; r_y(2) = 9 ; r_Ny(2) =6
ENDIF
reticulum(3) =1
r_x(3) =18 ; r Wx(3) = 66 ; r_size(3) =1 ; r_y(3) = 35 ; r_Ny(3) = 133

delta_t = time/Nt
DO r = 1, n_of regions

delta x(r) = length x({r)/Nx(r)
delta y(r) = length y(r)/Ny(r)
IF (reticulum(r) == 1) TEEN
k organelles x(r,1) = r_x(r)
k_organelles_x(r,2) = r_x(r) + r_Nx(r) * r_size(r)
)= E Ry
)

k organelles_y

length ER x(r) =

length ER y(r) =
ENDIF

=2 glEl v E BylE
Nx(r) * r_size(r) * delta_x(r)

_Ny(r) * delta_y(r)

(2

k organelles y(r,1
— v (r,

1

r

"0.Parameters.txt")

stimulus time

Glu amplitude, oscillation period

Ca_initial,Ca_ER_initial, IP3 initial,Glu_initial,Ca_cleft

Diffusion(l), Diffusion(2)

leakage_area_fraction, leakage_coefficient

pump_area fraction, pump coefficient, pump Hill, &

pump saturation coefficient

Ca_channels_Glu_area_fraction, Ca_channels_Glu_cocefficient

n_prob_Glu, Glu_sat

refractory periocd, opening time

E. time_ scale to_open channel Glu

E leakage _area_ fraction_ ER, leakage coefficient ER

EAD(1,*) pump_area fraction ER, pump ccefficient ER

E IP3_production area_ fraction, IP3_production coefficient, &

sat IP3 production Glu, Glu Hill

sat_IP3 production Ca, Ca Hill

IP3_degradation_area_ fraction, IP3_degradation_coefficient

Ca_channels IP3 area fraction, Ca_channels IP3 coefficient

n_prob_IP3, Ip3_sat, Ca_sat_l, Ca_sat_2, n_prob_Ca
READ(1,*) time_scale_to_open channel_ IP3

CLOSE (1)
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boundary Ca(l,1,1) =3
boundary Ca(l,1,2) = 10
beundary_IP3(1,1,1) = 3
boundary_IP3(1,1,2) = 10

boundary_Ca(2,1,1) = 10
boundary Ca(2,1,2) =4
boundary TP3(2,1,1) = 10
boundary IP3(2,1,2) = 4

boundary Ca(3,1,1) = 10
boundary Ca(3,1,2) = 10
boundary IP3(3,1,1) = 10
boundary IP3(3,1,2) = 10

Connection(l,1,2) = 311
Connection(3,1,1) = 112
Connection(2,1,1) = 312
Connection(3,1,2) = 211
D0 r =1, n of regions
Do j =1, 2
lambda x(r,j) = Diffusion(]j) * delta t /delta x(r)**2.
lambda_y(r,j) = Diffusion(j) * delta_t /delta_yl(x)**2.
ENDDO
ENDDO

END SUBROUTINE Numericalgparameters
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SUBROUTINE Time Looping( )
USE Global_ Variables
IMPLICIT NONE
INTEGER :: n, i, j, ¥, rl, n_count, n_count to screen, n_showed
REAL*8 :: Cyt mass(n_of_regions), ER_mass(n_of regions), IP3_mass(n_of_ regions), &
initial mass(n of regicns), initial mass ER(n of regions), &
initial mass_IP3(n_of regions), MM Ca(2), MM IP3(2), MM Ca_total, &
MM Ca_total initial, MM IP3_total, MM IP3_total initial

n_saved = 0 ; n count = 0 ; n count_to screen = 0 ; n_showed = 0
DO r = 1, n_of regions

Ca_cell membrane_ flux(r) = 0.0D00 ; Ca out flux(r) = 0.0D00

Ca_ER membrane flux_ cytosol(r) = 0.0D00 ; IP3_production flux(r) = 0.0D00

IP3 out_flux(r)= 0.0D0Q i IP3_degradation_flux(r) = 0.0D00
ENDDO

connection_flux Ca(l,3) = 0.0D00 connection_flux Ca(3,1) = 0.0D00O

i
connection flux IP3(1,3) = 0.0D00 ; connection_flux_Ca(2,3) 0.0D00
connection flux Ca(3,2) ; connection flux IP3(2,3) = 0.0D00

DO r =1, n of regions ; DO i = 2, Nx(r)+2 ; DO j
Clz iy jul) = Ca_initial
C ER(r,i,]j,1) = Ca_ER initial
TIP3 (¥4, ,3) = IP3 indtidld

ENDDO ; ENDDC ¢ ENDEO

DO r =1, n of regions
initial_mass_IP3(r) = (length_x(r) * length y(r) &
- length ER x(r)*length ER y(r)) * IP3 initial
initial mass(r) = (length _x(r) * length_v(r) &
- length ER x(r)*length ER y(r)) * Ca initial
initial mass ER(r) = length ER x(r)*length ER y(r) * Ca ER initial

DO r = 1, n_of_regions
CALL mean concentration(l, r, initial mass(r), initial mass ER(r))
CALL mean concentration IP3(1, r, initial mass IP3(r))

ENDDO

DO r = 1, n_of_regions

Ca_cell _membrane_flux inst(r) = 0.0D00
Ca out flux inst(r) = 0.0D00O
IP3_production_flux_inst(r) = 0.0D0O0

IP3_out_ flux inst(r)= 0.0D00
IP3_degradation_ flux_inst(r) = 0.0D00
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ENDDO

connection flux Ca inst(l,3) = 0.0D00
connection_flux TP3_inst(1,3) = 0.0D0C
connection_ flux Ca inst(2,3) = 0.0D00

connection_flux IP3_inst(2,3) = 0.0D00

n_count = n_count + 1
time_ n =(n-1) * delta_t
n_count_to screen = n_count_to_screen + 1

channel time scale counting = channel time scale counting + delta t
IF (n_count_to screen .EQ. n_show_screen) THEN

n _count to_screen = 0 ; n_showed = n showed + 1 ; WRITE(*,*) n_showed
ENDIF

IF (time_n .LT. stimulus_time)
CALL stimulus

ELSE IF (time_n .GT. 2*stimulus_time .AND. time_n .LT. 3*stimulus_time) THEN
CALL stimulus

ELSE IF (time n .GT. 5*stimulus time .AND. time n .LT. 6*stimulus time) T}

ALL stimulus

ELSE IF (time_n .GT. 8*stimulus_time .AND. time n .LT. 9*stimulus_time) THEN

CALL stimulus

= Glu_initial

DO r

=1, n_of regions
CALL cy{osglibalance (r)
IF (reticulum(r) == 1) CALL ER_balance (r)
CALL cytoscl balance_ IP3(r)
ENDDO

DO r = 1, n_of regions
CALL mean_concentration(Z, r, Cyt_mass(r), ER mass(r))
CALL mean concentration IP3(2, r, IP3 mass(xr))

ENDDO

IF (n_count .EQ. n_save time) THEN
n_count = 0 ; n_saved = n_saved + 1
MM Ca_total = Cyt_mass(l) + Cyt_mass(2) + Cyt_mass(3) + ER mass(l) &
+ ER mass(2) + ER mass(3)
MM Ca total initial = initial mass(l) + initial mass{2) + initial mass(3) &
+ initial_mass ER(1) + initial _mass_ER(2) + initial mass_ER(3)
MM IP3_total = IP3 mass(l) + IP3_mass(2) + IP3_mass(3)
MM IP3 total_initial = initial mass_IP3(l) + initial mass_IP3(2) &
+ initial_mass_TP3(3)
WRITE (102,3) (n-1)*delta_t, MM IP3 total, MM IP3_total_initial, &
MM IP3 total - (MM IP3 total initial + IP3 production flux(l) &
— IP3 degradation flux(l)- IP3 degradation flux(2) &
— IP3_degradation_flux(3)+IP3_out_flux(2))
| e S = s = : - ~ e o - e = i
WRITE (103,3) (n-1)*delta_t, MM Ca_total, MM _Ca_total initial, MM Ca_tctals&
- (MM Ca_total initial + Ca_out_flux(2) + Ca_cell membrane flux(l))
WRITE (104,4) (n-1)*delta_t, Ca_cell membrane flux(l), Ca_out_flux(2), &
connection flux Ca(l,3) , connection_ flux Ca{2,3)
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WRITE (105,5) (n-1)*delta t, IP3 production flux(l), &
IP3_degradation flux(1l),IP3_degradation flux(2), &
IP3_degradaticn_ flux(3), IP3_out_flux(2), &
connection flux IP3(1,3), connection_ flux IP3(Z,3)

WRITE (106,4) (n-1)*delta_t, Ca_cell membrane flux inst(l), &
Ca_out_flux_inst(2), connection flux Ca_inst(1l,3) , &
connection flux Ca inst(2,3)

WRITE (107,5) (n-1)*delta_t, IP3 production flux inst(l), &
IP3 degradation flux inst(1l),IP3 degradation flux inst(2), &
IP3 degradaticn flux inst(3), IP3 out flux inst(2), &
connection flux IP3 inst(l,3), connecticn flux IP3 inst(2,3)

DO r = 1,n of regions ; DO 1 = 2, Nx(r)+2 ; DO J = 2, Ny(r)+2
Cc(r,1,3,1) = C{r,i,3,2)
IF (reticulum(r) == 1) €_BR(p; i, J71) = G ER(r; ipq,2)
IP3(r;iyvisl) = IP34r, 14,2

ENDDC ; ENDDO ; ENDDO

FORMAT (i6,",",e20.12,",",220.12)
FORMAT (i6,",",8(e20.12,","),e20.12)
FORMAT (3 (€20.12,", ") ,€20.12)

FORMAT (4 (20.12,",™),e20.12)

FORMAT (7 (€20.12,", ™) ,220.12)

ENDSUBROUTINE Time_Looping
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ATION OF CA A : ONCENTRATION
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SUBROUTINE mean_concentration(t, r, mass, mass_ER)
USE Global_Variables

IMPLICIT NONE

L B dy J

REAL*8 :: suns(9), mass, mass_ER, element, fator(l7

element delta_x(r) * delta y(r)

| - o o e e
DO i =3, Nx(r) +1 ; DO 3§ =3, Ny(r) + 1
IF (reticulum(r) == .AND. i1 .GE. k organelles x(xr,l) .AND. &
i .1LE. k organelles x(r,2) .AND. j .GE. k organelles y(r,1l) .AND. &
j .1LE. k _organelles_vy(r,2)) GOTO 1
suns(l) = suns(l) + C{(r,i,J,t)
ENDDC ¢ ENDDO

DO i=3, Nx(r) + 1
suns(2) = suns(2) + C(r,i,2,t) + C(r,i,Ny(r)+2,t)
ENDDO

DO j=3, Ny(r) + 1
suns(3) = suns(3) + C(r,2,3,t) + C(r,Nx(r)+2,],t)

IF (reticulum(r) == 1 ) THEN
DC 1 = k organelles_x(r,1) + 1, k organelles_x(r,2) -1
suns (4) = suns(4) + C(r,i,k organelles y(r,1),t) &
+ C(r,i,k_organelles_v(r,2),t)

ENDDO
DO j = k organelles y(r,1) + 1, k organelles y(r,2) - 1
suns(5) = suns(5) + C(r,k_organelles x(r,1),j,t) &
+ Cilzyk_organelles x(r,;2);]j:t)

suns (%) = C(Ep2; 25 €) + Clr; 2, Ny lr)+2;€) + €N (r)+2;2;t) &
+ C(r,Nx(r)+2,Ny(r)+2,t)

ULUM CORNERS

IF (reticulum(r) == 1 ) THEN
suns(7) = C(r,k organelles x(r,1),k organelles y(xr,1),t) &%
+ C(r,k organelles x(r,2),k organelles y(r,1),t) &
+ C(r,k organelles_x(r,l),k organelles y(r,2),t) &
+ C(r,k organelles x(r,2),k organelles y(r,2),t)

ENDIF

! TOTAL

mass = (suns(l) +(suns(2)+suns(3))/2.0D0 + (suns(4)+suns(5))/2.0D0 &
+ suns(6)/4.0D0 + 3.0D0*suns(7) /4.0D0) *element
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ENDIF

ENDSUBROUTINE mean concentration

DO 1 = k organelles x(r,l) +l1, k organelles xi(r,2) -1

DG j = k organelles y(r,1) +1, k organelles y(r,2) -1

suns (1) = suns(l) + C ER(r,i,],t)

ENDDO
ENDDO
1 (e g = = = s e e e e e
ULUM INTERN
DC i = k organelles x(r,l) + 1, k _organelles x(r,2) - 1

suns (2) = suns(2) + C ER(r, i, k organelles y(r,1),t) &

+ C_ER(r, i, k crganelles_y(r,2),t)

ENDDO
DO j = k organelles y(r,1) + 1, k organelles y(r,2) - 1
suns (3) = suns(3) + C ER(r, k organelles x(r,1),j,t) &
+ C_ER(r, k_organelles_x(r,2),]j,t)

C_ER(r,k _crganelles_x(r,1),k organelles_vy(
C_ER(r,k_organelles_x(r,2),k organelles_y(
C ER(r,k organelles x(r,l),k organelles y(
C_ER(r,k corganelles_x(r,2),k organelles_y(

mass ER = (suns(l) +(suns(2) +suns(3))/2.0D00 + suns(4)/4.0D00) *element

B I i b T S e S e
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SUBROUTINE mean concentration IP3(t, r, mass_IP3)
USE Global_Variables

ty B A g
suns(7), mass_IP3, element

DO i = 3, Nx(r)+l ; DO j = 3, Ny(r)+l1
IF (reticulum(r) == .AND. i .GE. k organelles x(r,1) .AND. i .LE. &
k_organelles_x(r,2) .AND. j .GE. k organelles_y(r,1l) .AND.
j -LE. k organelles_y(r,2)) GOTO 1
suns (1) = suns(l) + IP3(r,i,j,t)
ENDDC ; ENDDO

DO i=3,Nx(r)+1

suns(2) = suns(2) + IP3(r,i,2,t) + IP3(r,i,Ny(r)+2,t)
ENDDO
DO j=3,Ny(r)+1

suns(3) = suns(3) + IP3(r,2,3j,t) + IP3(r,Nx(r)+2,]j,t)

ENDDO

| MA THE RETICULUM ( WITHOUT THE CORNERS
IF (reticulum(r) == 1 ) THEN
DO 1 = k_organelles_x(r,1)+l, k_organelles_x(r,2)-1
suns (4) = suns(4) + IPB(I,i,k_Qrganelles_y(r,l),t) &
+ IP3(r,i,k organelles y(r,2),t)

ENDDO
DO j = k_organelles_y(r,l)+1, k organelles y(r,2)-1
suns (5) = suns(5) + IP3(r,k organelles x(r,1),j,t) &
+ IP3(r,k organelles x(r,2),j,t)
ENDDO
ENDIF

IP3 (5;2,2,t) + IP3(r,2;Nw{r)+2,t) + IP3 (L, Nx(r)+2,2,t)&
+ IP3(r,Nx(r)+2,Ny(r)+2,t)

IF (reticulum(r) == 1 ) THEN

suns(7) = IP3(r,k organelles x(r,1l),k organelles_ v(r,1l),t) &
IP3(r,k organelles x(r,2),k organelles y(r,1l),t) &
IP3(r,k:organelles:x(r,l),k:organelles:y(r,Z),t) &
IP3(r,k organelles x(r,2),k organelles v(r,2),t)

+ + +

mass IP3 = (suns(l)+(suns(2)+suns(3))/2.D00 + (suns(4)+suns(5))/2.D00 &
+ suns(6)/4.D00 + 3.D00*suns(7)/4.D00) *element

ENDSUBRCUTINE mean concentration IP3

hkkkkkkkhk ok hkkkhhkkkr hhmh Ak kkh ok h ko ko kk k ok rh Ak h ok kkkk ke k k kA Ak k kA hk khh ke hkhkhhhk Rk khkh kh ok
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SUBROUTINE stimulus

USE Global Variables

IMPLICIT NONE

! DURING STIMU

ENDSUBROUTINE stimulus

R e S
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VE WITH
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SUBROUTINE cytosol balance (r)
USE Global_Variables

IMPLICIT NONE
INTEGER =% i, Je. Ty S
REAL*8 :: 1 x aux, 1 vy aux, C i plus_1, C i minus_ 1, C_j_plus_1, C_j_minus_1, aux(2)

COMMON/coefficients/ C i plus 1, Ciiiminugiz, g j plas 1, Cijiminugif

DO i=2, Nx(xr) + 2
DO j = 2, Ny(r) + 2

¢ C 4 minus 1 = Cloi-1,;4,1)
; C_j_minus_1 = C(x,i,3-1,1)
i 1y aux = lambda_y(r,1)

I ’S THE PO E TO THE E ) RETICULUM

IF (reticulum(r) == 1 ) THEN
IF (i .GT. k organelles X(r,1l) .AND. i .LT. k organelles x(r,2) .AND. &
j .GT. k_organelles_y(r,1}) .AND. j .LT. k_organelles_y(r,2)) GOTO 1

IF (reticulum(r) == ) THEN
IF (i.EQ.k organelles x(r,l) .AND. j.EQ.k organelles y(r,l)) THEN
aux(l) = ( (¢ i plus 1 - C(r,i,3,1))/2.0D0Q

it e, LI 1 = (Tl 000 ) o Gelta ®(E)*2.
aux(2) = ( (C_j_plus_1 - Cr;i,9+1))./2.0D00 &
+ e J minid 1 - € (Epdi7,.1)0) ) F deltd () **2.

Gl A, T8 = BT A. 0.l &
+ (4.0D00/3.0D00)*Diffusion (1) *delta t*(aux(l) + aux(2))
GOTO 1
ENDIF
IF (i.EQ.k organelles x(r,1l) .AND. Jj.EQ.k organelles y(r,2)) THEN

aux(l) = ( (C_i plus_ 1 - C(r,i,3,1))/2.0D00 &
+ (€ i minus 1 = €, i,3,1)) ) ./ delta x(r)**2,
auxi2) = ( (€. j plus 1 = Cle,d,59,1)) &
+ (¢_j_minus_l - C{r,i,J,1))/2.0D00 ) / delta y(r)**2.

€{r,1,3,2) = (e, 3,9.1) &
+ (4.0D00/3.0D00) *Diffusion(l) *delta_t*(aux(l) + aux(2))
GOTO 1
ENDIF
IF (i1.EQ.k organelles x(r,2) .AND. Jj.EQ.k organelles y(r,l)) THEN

aux(l) = ( (c_i plus_1 - C(r,i,j,1)) &
+ (€ i minus 1 - C(r,i,3,1))/2.0D00 ) / delta x(r)**2.
aux(2) = ( (C_j_plus_1 - C(r,i,3,1))/2.0D00 &

+ (€ j minus 1 - CAr,1:3,1)) ) 7 delta yixr)**2.
c(r,i,3,2) = Cclr,i,3,1) &
+ (4.ODOO/3.ODOO)*DifquLOn(l)*delta_t*(aux(l] + aux(2))

GOTO 1

ENDIF

IF (i.EQ.k_organelles_x(r,2) .AND. j.EQ.k organelles y(r,2)) THEN
aux(l) = { (c_i plus 1 = C(¥;i,3,1)) &

+ (C_ i minus 1 - C{r,i,j,1))/2.0D00 ) / delta x(xr)**2.
aux(2) = ( (C_j_plus_1 - C(r,1i,3,1)) &

+ (C j minus 1 - Cc(r,1i,3,1))/2.0D00 ) / delta y(r)**2.
ClEpizJ,2) = Clr,1i:9:1) &

+ (4.0D00/3.0D00) *Diffusion (1) *delta_t*(aux(l) + aux(2))
GOTO 1

ENDIF
ENDIF
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IF (i==2 .AND. boundary Ca(r,1,1}) .EQ. 2) C i minus 1 = C(r,1i,3,1)
IF (i==Nx(r) + 2 .AND. boundary Ca(r,1,2) .EQ. 2) C_i plus 1 = Cl(r,i,3,1)
IF (j==2) C j minus 1 = C(r,1i,3,1)
IF (j==Ny(r) + 2) C j_ plug 1 = €(r.1, J.L)

IF (i==2 .AND. boundary Cal(r,1,1) .EQ. 3} THEN
IF (j .EQ. 2 .OR. J .EQ. Ny(r)+2) TEEN
CALL cell membrane calcium flux(r,i,j,C(r,i,3,1), delta x(r), &
Diffusion(l), delta y(r)/int(2), C i minus 1)
ELSE
CALL cell membrane calcium flux(r,i,j,C(r,i,3j,1), delta_x(r), &
Diffusion(1), delta_y(r), C_1i _minus_1})

ENDIF
ENDIF

IF (i==Nx(r) + 2 .AND. boundary Cal(r,1,2) .EQ. 4) THEN
IF (j .EQ. 2 .OR. j .EQ. Ny(r)+2) THEN
CALL continuity_boundary condition(l,r,C(r,i,]j,1), delta x(r), &
Diffusion (1), delta_y(r)/int(2), C_i_plus_1)

ELSE
CALL continuity boundary condition(l,r,C(r,i,3,1), delta x(r), &
Diffusion(1l), delta_y(r), C_i_plus_1} ;
ENDIF
ENDIF

IF (r .EQ. 1 .OR. r .EQ. 2) THEN
IF (boundary Ca(xr,1,1).EQ.10 .AND. i.EQ.2) THEN
CALL connection boundary condition(l, r, i, j, Cl(r,i,3,1), &
delta_x(r), Diffusion(l), delta y(r), C_i minus_1)
IF ( .EQ. 2) THEN

aux(l) = ( (¢ i plus 1 - C(r,1,3,1))/2.0D00 &

+ {C i minus 1 = €{xr,i,J.1}) ) / delta x(r)>*2.
aux(2) = ( (C_j_plus_1 - C(r,i,3,1)) &

+ (C_j_minus_1 - C{r,i,3,1))/2.0D00) / delta_y(r)**2.

CGlr;i,J.2) = Clz,1,3,1) &
+ (4.0D00/3.0D00) *Diffusion(l)*delta_t* (aux(l) + aux(2))
GOTO 1
ENDIF
IF (j .EQ. Ny(r)+2) THEN

aux(l) = ( (c_i plus 1 - C(r,i,3,1))/2.0D00 &

+ (C_i_minus_1 - ¢(r,i,3,1)) ) / delta x(r)**2.
aux(2) = ( (C_j_plus_1 - C(r,i,3,1))/2.0D00 &

+ (C_j_minus_1 - C(r,i,j,1)) ) / delta_y(r)**2.

c(r,i,3,2) = C(r,i,4,1) &
+ (4.0D00/3.0D00)*Diffusion(l)*delta t*(aux(l) + aux(2))
GOTO 1
ENDIF
ENDIF
IF (boundary Ca(r,1,2).EQ.10 .AND. i.EQ.Nx (r)+2) THEN
CALL connection beoundary conditien(l, r, i, j, C(x,i,3,1), &
delta_x(r), Diffusion(l), delta y(r), C i_plus_1l)
IF (j -EQ. 2) THEN

aux(l) = ( (c_i plus 1 - C(r,1,3,1)) &
+ (C_i_minus_1 - C(r,i,3,1))/2.0D00 ) / delta_x(r)**2.
aux(2) = ( (C_j plus 1 - C(r,i,3,1)) &

4

(C_j_minus_1 - c(x,i,j,1))/2.0D00 ) / delta_y (r)**2.
Clre i 38 = Cleadid. 1) &
+ (4.0D00/3.0D00)*Diffusion (1) *delta t*(aux(l) + aux(2))
GOTO 1
ENDIF
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IF (j .EQ. Ny(r)+2) THEN
aux(l) = ( (C_i plus_ 1 - C(r,1i,3,1)) &
+ (C_i minus 1 = Cl{r,1,3,1))/2.0D00 ) / delta x{r)**2.
aux(2) = ( (C_j plus 1 - C(r,i,3,1))/2.0D00 &
+ (C_j_minus_1 - C(x,i,3,1)) ) / delta y(r)*=*2.

clr,i,3,2) = c(r,1,3,1)
+ (4.0DOO/3.0DOO)*Diffusion(1)*delta_t*(aux(1) + aux(2))
GOTO 1
ENDIF
ENDIF
ENDIF
IF (r .EQ. 3) THEN
IF (boundary Ca(r,1,1).EQ.10 .AND. i.EQ.2) THEN
CALL connect ion_boundary_condition_body(1,1,r,1,3,C_1i minus_1,s)
IF (s .EQ.2 ) GOTO 1
ENDIF
IF (boundary Ca(r,1,2).EQ.10 .AND. 1.EQ.Nx(r)+2) THEN
CALL connection boundary condition bedy(1,1,r,i,3j,C_i plus_1,s)
IF (s .EQ.2 ) GOTO 1
ENDIF
ENDIF

IF (reticulum(r) == ) THEN
IF (i .EQ. k_organelles_x(r,1) .AND. j .GT. k_organelles y(r,1) .AND. &
j .LT. k_organelles y(r,2)) &
CALL cytosol_boundary conditions_ER faces(r, i, J)
IF (i .EQ. k organelles x(r,2) .AND. j .GT. k organelles y(r,1) .AND. &
j .LT. k_organelles_y(r,2)) &
CALL cytosol boundary conditions ER faces(r, i, j)
IF (i +EQ. kiorgangllesiy(r,—l) .AND. I .GT. k organelles x(r,1) .AND. &
i .LT. k_organelles x(r,2)) &
CALL cytosol boundary conditions ER faces(r, i, J)
IF (j .EQ. k organelles_y(r,2) .AND. I .GT. k organelles x(r,1) .AND. &
i .LT. k _organelles x(r,2)) &
CALL cytosol boundary conditions ER faces(r, i, j)

IF (r .EQ. 1 .OR. r .EQ. 2) THEN

IF (i==2 .AND. boundary Ca(r,1,1).NE.10) THEN
1 x aux = 2.0D00*1lambda x(r,1)
ENDIF

IF (i==Nx(r)+2 .AND. boundary Cal(r,1,2).NE.10) THEN
1 % aux = 2.0D00*lambda x(r,1)
ENDIF
ENDIF
IF (r .EQ. 3) THEN
IF (i==2) THEN
1 x aux = 2.0D00*lambda x(r, 1)
ENDIF
IF (i==Nx(r)+2) THEN
1 x aux = 2.0D00*lambda x(r,1)

ENDIF
ENDIF
IF (§==2 .0OR. j==Ny(r)+2) THEN
1l v aux = 2.0D00*lambda_y(r,1)

ENDIF
IF (i .EQ. k_organelles_x(r,1) .OR. i .EQ. k organelles_x(r,2)) THEN
IF (j.GT.k organelles y(r,1) .AND. j.LT.k organelles y(r,2)) &

1l x aux=2.0D00*lambda x(r,1)
ENDIF
IF (j -EQ. k organelles y(r,1) .OR. j .EQ. k organelles y(r,2)) THEN
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IF (i.GT.k organelles x(r,1) .AND. i.LT.k organelles x(r,2)) &
1 y aux=2.0D00*lambda_y(r,1)

ENDIF

C(E,1,7,2) = Q¥,1,3,1) +.1_x gux*(c 1 plas 1 - 2.DO0*C(r.i,j,1) &
+ C i minus_1) + 1_y aux*(C_j_plus_l1 - 2.D00*C(r,i,j,1) + C_j_minus_1)

END SUBROUTINE cytoscol balance
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SUBROUTINE cytosol balance IP3(r)
USE Global_ Variables

IMPLICIT NONE
1 . N R -
REAL*8 :: 1 x aux, 1l y aux, IP3_i plus_ 1, IP3 i minus_1l, IP3_j_plus_l, &

IP3 j minus 1, aux(2)
COMMON/coefficients_IP3/ IP3_i_plus_1, IP3_i minus_1, IP3_j_plus 1, IP3 j_minus_1

IP3 i plus 1 = IP3(r,i+l1,3j,1) ; IP3 i minus 1 = IP3(r,i-1,3,1)
IP3 j plus 1 = IP3(k;di;J+1;1) % IP3 j minus 1 = IP3(r;i,j-1;1)
1_x aux = lambda_x(r,2) ; l_y aux = lambda_y(r,2)

IF (reticulum(r) == 1 ) THEN
IF (i .GT. k organelles x(r,l) .AND. i .LT. k organelles x(r,2) .AND. &
j .GT. k_organelles_y(r,1) .AND. j .LT. k_organelles_y(r,2)) GOTO 1

IF (reticulum(r) == ) THEN
IF (i.EQ.k organelles x(r,l) .AND. Jj.EQ.k organelles y(r,l)) THEN
aux(l) = ( (IP3 i plus 1 - IP3(r,i,3,1))/2.0D00 + (IP3 i minus 1 - &

TEBI(E, 1,0 ,0)) )  dEles R{E]*H2.
aux (2) = ( (IP3“j“plus_1 -~ IP3(r;i,jz1))/2.0D00 + (IPijﬂminuS_l - &
IP3(r,i,3,1)) ) / delta y(x)**2.

IP3(r,i,j,2) = IP3(r,1i,j,1) + (4.0D00/3.0D00)*Diffusion(2)*delta t &
*(aux(l) + aux(2))
GOTC 1
ENDIF
IF (i.EQ.k corganelles x(r,1l) .AMD. J.EQ.k organelles y({r,2)) THEN
aux(l) = ( (IP3_i_plus 1 - IP3(x,i,3,1))/2.0D00 + (IP3_i minus_ 1 - &
1P3(r,i,3,1)) ) / delta x(r)**2.
aux(2) = ( (IP3_j_plus_1 - IP3(r,i,j,1)) + (IP3_j _minus_1 - &
IP3(r,i,j,1))/2.0D00 ) / delta ylr)**2.
IP3(r,i,j,2) = IP3(r,1i,3j,1) + (4.0D00/3.0D00)*Diffusion(2)*delta t &
*(aux(1l) + aux(2))

GOTC 1
ENDIF
IF (i.EQ.k organelles x(r,2) .AND. j.EQ.k organelles y(r,1l)) THEN
aux(l) = ( (IP3_i plus_1 - IP3(r,i,j,1)) + (IP3_i minus 1 - &
IP3(r,i,3,1))/2.0D00 ) / delta x(xr)**2.
aux(2) = ( (IP3_j_plus_1 - IP3(r,i,3,1))/2.0D00 + (IP3_j_minus_1 - &
IP3(r,i,3,1)) ) / delta_yl(r)**2.

IP3(r,i,j,2) = 1P3(r,1i,j,1) + (4.0D00/3.0D00)*Diffusion(2)*delta t &
*(aux(l) + aux(2))

GOTIC 1
ENDIF
IF (i.EQ.k organelles x(r,2) .AND. j.EQ.k crganelles y(r,2)) THEN
aux(l) = ( (IP3_i plus 1 - IP3(r,i,j,1)) + (IP3_i minus 1 - &
IP3(x,1,3,1))/2.0D00 ) / delta x(r)**2.
aux(2) = ( (IP3_j_plus_1 - IP3(r,i,3j,1)) + (IP3_j minus 1 - &

IP3(r,i,j,l))72.0D00 ) / delta y(r)**2.
IP3(r,i,3,2) = IP3(r,1i,3,1) + (4.0D00/3.0D00)*Diffusion(2)* &
delta_t* (aux(l) + aux(2))

GOTO 1
ENDIF
ENDIF
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IF (i==2 .AND. boundary_ IP3(r,1,1) .EQ. 2) IP3_i minus_l = IP3(r,i,],1)

IF (i==Nx(r)+2 .AND. boundary IP3(r,1,2) .EQ. 2) IP3 i plus 1 = IP3(r,i,j,1)
IF (j==2) 1P3_j_minus_1 = IP3(r,i,j,1)

IF (j==Ny(r) + 2) IP3_j_plus_l = IP3(r,i,3,1)

IF (i==2 .AND. boundary IP3(r,1,1) .EQ. 3) THEN
F (j .EQ. 2 .OR. j .EQ, Ny(r)+2) THEN
CALL IP3_production boundary(r, IP3(r,i,3j,1), C(r,i,j,1).delta x(r),&
Diffusion(2), delta y(r)/int(2), IP3 i minus 1)

ELSE
CALL IP3 preoduction boundary(r, IP3(r,i,j,1), Cl(r,i,3j,1),delta x(r),&
Diffusion(2), delta y(r), IP3_i minus 1)
ENDIF
ENDIF

IF (i==Nx(r) + 2 .AND. boundary IP3(r,1,2) .EQ. 4) THEN
IF (j .EQ. 2 .OR. j .EQ. Ny(r)+2) THEN
CALL continuity boundary condition(2, r, IP3(r,i,3j,1l), delta x(r), &
Diffusion(2), delta y(r)/int(2), IP3 i plus 1)

ELSE ;
CALL continuity_boundary condition(2, r, IP3(r,i,j,1), delta_x(r), &
Diffusion(2), delta y(r), IP3 i plus 1)
ENDIF

:EQ. 1 :OR. r .EQ. 2} THEN
F (boundary IP3(r,1,1).EQ.10 .AND. i.EQ.2) THEN
CALL conﬁectioniboundaryicondition(2, Ty Ao J; IPBAZ T 0ed)y &
delta x(r), Diffusion(2), delta_y(r), IP3_i_minus_1)
IF (j .EQ. 2) THEN
aux(l) = ((IP3_i_plus_1 - IP3(r,i,3j,1))/2.0D00 + (IP3_i_minus_1 &
- EP3(E,4,.1) ) ) £ délta () **2.
aux(2) = ( (IP3_Jj plus_ 1 - IP3(r,i,j,1)) + (IP3 Jj minus 1 - &
IP3(r,1,3,1))/2.0D00 ) / delta y(r)**2.
IP3(r,i,3,2) = IP3(r,1i,3j,1) + (4.0D00/3.0D00) *Diffusion(2) * &
delta_t*(aux(l) + aux(2))

.EQ. Ny(r)+2) THEN

aux (1) = ((IP3_i_plus_1 - IP3(r,i,3,1))/2.0D00 + (IP3_i_minus 1 &
= IP3(ryi,3,1)) ) [/ delta_x(r)**2,

aux(2) = ((IP3 j plus 1 - IP3(r,1,3,1))/2.0D00 + (IP3 j minus 1 &
- IP3(r,i,3,1)) ) / delta_y(r)*+*2.

1p3(r,i,j,2) = IP3(r,i,j,1) + (4.0D00/3.0D00) * Diffusion(2 ) &

* delta_t*(aux(l) + aux(2))

ENDIF
IF (boundary IP3(r,1,2).EQ.10 .AND. i.EQ.Nx(r)+2) THEN
CALL con;ection_boundary_condition(2, Fp Ay 13 TPEEA0.A0 &
delta x(r), Diffusicn(2), delta y(r), IP3 i plus 1)
(j -EQ. 2) THEN
aux(l) = ((IP3 i plus 1 - IP3(r,i,j,1)) + (IP3 i minus 1 &
- TP3(r,i,3,1))/2.0D00 ) / delta_x(r)**2.
aux(2) = ( (IP2_j plus_l1 = IP3(r,i,],1)) + (IP3 j minus 1 &
- IP3(r,1,3,1))/2.0D00 ) / delta y(r)**2.
IP3(r,i,j,2) = 1IP3(r,i,j,1) + (4.0D00/3.0D00) *Diffusion(2) &
* delta t*(aux(l) + aux(2))
GOTO 1 -
ENDIF
IF (j .EQ. Ny(r)+2) THEN
aux (1) = ( (IP3 i plus 1 - IP3(r,i,j,1)) + (IP3_i minus_ 1 &

IF



~ IP3(E,1,3,1))72.0D00 ) / delta x(xr)**Z.
aux(2) = ({IP3_j_plus 1 - IP3(r,i,3,1))/2.0D0C + (IP3 j_minus_1 &
- IP3(r,i,3,1)) ) / delta y(r)**2.
IpP3(r,i,j,2) = 1P3(r,i,j,1) + (4.0D00/3.0D00) * Diffusion(2) &
* delta_t*(aux(l) + aux(2))
GOTO 1
ENDIF
ENDIF
ENDIF
IF (r .EQ. 3) THEN
IF (boundary IP3(r,1,1).EQ.10 .AND. i.EQ.2) THEN
CALL conﬁectionfboundaryﬁconditionﬁbody(2,1,r,i,j,IP37i7minu571,s)
IF (s .EQ.2 ) GOTO 1
ENDIF
IF (boundary IP3(r,1,2).EQ.10 .AND. i.EQ.Nx(r)+2) THEN
CALL conﬁection_boundary_comdition_body(2,l,r,i,j,IPB_i_plus_l,s)
IF (s .EQ.2 ) GOTO 1
ENDIF

ENDIF

IF (reticulum(r) == 1 ) THEN
IF (1 .EQ. k organelles x(r,1) .AND. j.GT.k crganelles y(r,1l) .AND. &
J «TTs k_orqaneiles_y(r,Z)] & N n
CALL IP3_degradation_boundary(r, IP3(r,i,j,1), delta x(r), &
Diffusion(2), delta y(r), IP3_i_plus_l)
IF (1 .EQ. k organelles x(r,2) .AND. Jj.GT.k organelles y(r,l) .AND. &
J .LT. k crganelles_vy(r,2)) &
CALL IP3 degradation boundary(r,IP3(r,i,j,1l), delta x(r), &
Diffusion(2), delta_y(r), IP3_i minus_1) -
IF (j .EQ. k crganelles y(r,l) .AND. i.GT.k organelles x(r,l) .AND. &
I .LT. k organelles x(r,2)) &
CALL IP3 degradation boundary(r,IP3(r,i,j,1), delta y(r), &
Diffusion{2), delta x(r), IP3 j plus 1) N
IF (j .EQ. kﬁorganellesiy(ITZ) VAND. I.ET.kigrganellesix(r,l) VAND. &
I .LT. k organelles x(r,2)) &
CALL IP3_degradation_ boundary(r,IP3(r,i,j,1), delta y(r), &
Diffusion(2), delta_x(r), IP3_j minus_1)

IF [z +EQ:. 1 .0R, r .E¢. 2) THEN
F (i==2 .AND. boundary IP3(r,1,1).NE.10) THEN
1l x aux = 2.0D00*lambda_x(r,2)
ENDIF
IF (i==Nx(r)+2 .AND. boundary IP3(r,1,2).NE.10) THEN
1l x aux = 2.0D00*lambda_x(x,2)
ENDIF
ENDIF
IF (r .EQ. 3) THEN
IF (i==2) THEN ; 1 x aux = 2.0D00*lambda x(r,2) ; ENDIF
IF (i==Nx(r)+2) THEN ; 1 X aux = 2.0D00*lambda x(r,2) ; ENDIF
ENDIF

IF (j==2 .OR. j==Ny(r)+2) THEN
1 y aux = 2.0D00*lambda_y(r,2)
ENDIF

IF (reticulum(r) == ) THEN
IF (i .BEQ. k organelles_x(r,1) .CR. i .ED. k organelles x(r,2)) THEN
IF (j-.GT.k organelles y(r,l) .AND. j.LT.k organelles y(r,2)) &
1 %X aux = 2.0D00 * lamkda_x(r,2)

ENDIF
IF (j .EQ. k organelles y(r,1) .CR. j .EQ. k orgarielles y(r,2)) THEN
IF (i.GT.k organelles x(r,1l) .AND. i.LT.k organelles x(r,2)) &
1l y aug = 2.0D00 * lambda y(r,2)
ENDIF
ENDIF



= IP3(¥,i,j,1) + 1 _x aux*(IP3_i plus_1 - 2.D00%IP3(r,.i,j,1) &
+ IP3_i minus_1) + l_y aux*(IP3_j plus_1l - 2.D00*IP3(r,i,j,1) &
+ IP3 j minus 1)

END SUBROUTINE cytosol balance IP3

R R R
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SUBROUTINE ER_balance (r)

USE Global_Variables

IT NONE

dep Jum B

1l x aux, 1 v aux, C ER i plus 1, C ER i minus 1, C ER j plus 1, &
C ER j minus 1 - - T T - 00 7

i = k_organelles_x(r,1l), k_organelles_x(r,2)
DC j = k _organelles y(r,1), k organelles y(r,2)
1

C_ER i plus 1 = C ER(r,i+1,3,1) C_ER i minus 1 = C BR(r,i-1,3,1)
C ER j plus 1 = C ER(r,i,j+1,1) C ER j minus 1 = C ER(r,i,3j-1,1)
1l y aux = lambda_y(r,1)

ITION

(i .EQ. k_organelles x(r,1)) THEN

IF (j .EQ. k organelles y(r,1l) .OR. j .EQ. k organelles y(r,2)) THEN
C ER i minus 1 = C ER(x,1i,3,1)

ELSE

CALL ER membrane calcium flux(2,r,i,j,C ER(r,i,j,1),C(r,i,j,1), &
delta x(r), Diffusion(l), delta y(r), C_ER_ i minus 1)

ENDIF
ENDIF

IF (i .EQ. k organelles x(r,2)) THEN
IF (j .EQ. k organelles y(r,1) .OR. j .EQ. k organelles y(r,2)) THEN
CER i plus 1 = C ER(r,i,3,1)
ELSE
CALL ER membrane calcium flux(2,r,i,j,C ER(r,i,3j,1),C(r,i,3,1), &
delta x(r), Diffusion(l), delta y(r), C_ER i plus 1)
ENDIF
ENDIF
IF () -EQ. k organelles y(xr,l)) THEN
IF (i .EQ. k organelles_x(r,1l) .OR. 1 .EQ. k organelles_x(r,2)) THEN
C ER j minus_1 = C ER(r,i,3j,1)
ELSE
CALL ER_membrane caleium flux(2,r,i,3j,C ER(r,i,3,1),C(r,1i,3,1), &
delta y(r), Diffusien(l), delta x(r), C ER j minus 1)
ENDIF
ENDIF
IF (j -EQ. k organelles y(r,2)) THEN
IF (i .EQ. k organelles_x(r,1) .OR. i .EQ. k organelles_x(r,2)) THEN
C ER j_plus_1 = C ER(r,i,3j,1)

CALL ER membrane calcium flux(2,r,i,j,C ER(r,i,j,1),C(r,1i,3,1), &
delta y(r), Diffusien(l), delta x(r), C ER j plus 1)

ENDIF
ENDIF

-EQ. k organelles x(r,1) .OR. i .EQ. k organelles x(xr,2)) THEN
.EQ. k_organelles_y(r,1}) .OR. j .EQ. k organelles_y(r,2)) THEN
_ % aux = 2.0d400 * lambda x(r,1) ; 1l y aux= 2.0d00 * lambda y(r,1)

_¥_aux = 2.0d400 * lambda_x(r,1)

IF (j .EQ. k organelles y(r,l) .OR. j .EQ. k organelles y(r,2)) THEN
IF (i .EQ. k organelles_x(r,1) .OR. i .EQ. k organelles_x(r,2)) THEN
1l x aux = 2.0d00 * lambda x(r,1) i 1y aux = 2.0d00 * lambda y(r,1)



ELSE
Ly aux = 2.0d00 * lambda_y(r,1)
ENDIF

C ER(r,1,1,2) C ER{r,i,j,1) + 1 _x aux*(C ER i plus 1 - 2.DO0*C_ER(r,i,]j,l)&

+ C ER i minus 1) + 1 vy aux*(C ER j plus 1 &
- 2.D00*C_ER(r,1i,j,1) + C_ER j_minus_l)

END SUBROUTINE ER_lkalance
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SUBROUTINE cytosol boundary conditions ER faces(r, i, Jj)

USE Global Variables

IMPLICIT NONE

INTEGER :: i, j, ¢

REAL*8 1:: C i plus_ 1, € i minus 1, C j plus 1, € J minus 1, IP3 i plus 1, &
IP3_i minus 1, IP3_j_plus_1, IP3_j minus 1

COMMON/coefficients/ C_i_plus_1, C i minus_1, C_j_plus_1, C_j_minus 1, IP3_i plus_1,&
IP3 i minus 1, IP3 j plus 1, IP3 j minus 1

IF (i .EQ. k organelles x(r,1) .AND. j .GT. k organelles y(r,1l) .AND. &
j .LT. k_organelles_y(r,2)) THEN
CALL ER membrane calcium flux(l,r,i,j,C(r,i,3,1), C_ER(r,i,3j,1), delta x(r), &
Diffusion(l), delta_y(r), C_i plus 1 )

ENDIF

IF (i .EQ. k organelles x(r,2) .AND. j .GT. k organelles y(r,1l) .AND. &
j .LT. k_organelles_y(r,2)) THEN
CALL ER membrane calcium flux(l,r,i,j,C(r,i,3j,1),C ER(r,i,j,1), delta x(r), &
Diffusion(l), delta y(r), C i minus_1)
ENDIF

IF (j .EQ. k organelles_y(r,1) .AND. i .GT. k organelles_x(r,1) .AND. &
i .LT. k_organelles_x(r,2)) TH:
CALL ER membrane calcium flux(l,r,i,j,C(r,i,j,1),C ER(r,1i,3,1), delta y(r), &

Diffusion(l), delta x(r), € j plus 1)

ENDIF

IF (j .EQ. k organelles vy(r,2) .AND. I .GT. k organelles x(r,1) .AND. &
i .LT. k organelles_x(r,2)) THEN
CALL ER membrane_ calcium flux(l,r,i,j,C(r,i,j,1),C ER(r,i,]j,1), delta y(r), &
Diffusion(l), delta x(r), C_j minus_1)

OUTINE cytosol boundary conditions_ER_faces

B o T ko =T
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SUBROUTINE ER_membrane calcium flux(k, r, 1, j, conc 1, conc_2, delta, &
diffusion_coefficient, area, imaginary point_concentration)
USE Global_variables H IMPLICIT NONE
REAL*8 :: leakage flux, pump_ flux, ionotropic flux, pump_concentration, &
conc_ 1, conc_ 2, pump conc, delta, diffusien coefficient, area, ran, C IP3, ni, na,&
imaginary_point_concentration, probability
INTEGER 453 T, 1, J, K& kKl

CALL leak iono channel (area, leakage area fraction ER, leakage coefficient ER, &
conc 1, conc 2, leakage flux) ! FLUX

IF (k.EQ.1) THEN ; pump conc = conc_l ; ELSE ; pump conc = conc_2

ENDIF

CALL pump_routine(area, pump_area fraction ER, pump_coefficient ER, &

pump_flux) ! PUMP

LE.

ED IONOT

IF (k.EQ.l1 .AND. openned_closed channel(r, i, j).EQ.0) THEN ! IS THE
IF (time n .GT. ER channels time(r,i,j,2)) THEN
- - - | HAVE IT REACHED THE ENI
C IP3 = IP3(r,i,j,1) - Ip3 initial ; ni = n prob IP3 ; na
probability = 4 * C_IP3**ni /( C_IP3**ni + Ip3_sat**ni )
(C{t;1,3 ;1) %Ca_dat, 1) ®¥na. / [(€(¥,4;],1)%¥*na + Ca, gat
*(C(Epip]yL1)*¥na + Ca sat 2%*na) ) | y:

CALL RANDOM NUMBER (ran)

IF (ran .LT. probability) THEN !
openned closed channel(r, i, j) =1 !
ER_channels_time(r,i,j,1) = time_n + opening_tim

L STER THE TIME FOR THE CHANNEL TO CLGS
ER channels_time(r,i,j,2) = ER _channels_time(r,i,j,1) + refractory period

QOF REFRACTORY PERIOD

NEL

E

ENDIF
ENDIF
ENDIF

IF (cpenned closed channel(r, i, j).EQ.1l) THEN ! IS THE CHANNEL OPENE

CALL leak_iono_channel{area, Ca_channels_IP3_area_fraction, &
Ca_channels IP3 coefficient, conc_1, conc_2, ionotropic flux)

ELSE
ionotropic flux = 0.0D00O
ENDIF

IBUTI OF THE THREE T

= ; IF (k.EQ.2) k1l = -1 | D Tt OF

calcium_flux ER membrane = ionotropic_flux + leakage_flux + kl * pump_flux

IF (k-EQ.2 .AND. openned_closed channel(r, i, j).EQ.l1 .AND. time n .GT. &
ER_channels time(r, i, j, 1)) THEN ; openned closed channel(r, i, j) =0
ENDIF
imaginary_point_concentration = conc_1 - calcium flux ER membrane * delta &
/{diffusion_coefficient * area)
IF (k.EQ.l) THEN : Ca_ER membrane flux cytosol(r) = &
Ca_ER membrane flux_cytosol(r) + calcium flux ER membrane * delta t

Ca_ER membrane_flux ER(r) = Ca_ER membrane flux ER(r) + &
calcium flux ER membrane * delta t ; ENDIF

ENDSUERQUTINE ER_membrane_calcium_flux

R R R 1 kkk ko hkhkkxkk ko kk kK B e Frkk kA kk ok ok
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SUBROUTINE continuity boundary condition (component, r, point_concentration, delta, &
diffusion_coefficient, area, imaginary point_concentration)

USE Global Variables

IMPLICIT NCNE

REAL*8 :: out flux, point concentration, initial concentration,delta, &

diffusion_coefficient, area, imaginary point_concentration

component, r

IF (compenent .EQ. 1) initial concentration = Ca_initial
IF (component .EQ. 2) initial concentration = IP3_initial

imaginary point concentration = initial concentration

out flux = - area * diffusion coefficient *(imaginary point concentration &
- point_concentration) / delta

IF (component .EQ. 1) EN

Ca_out_flux(r) = Ca_out_flux(r) + out_flux * delta t
Ca_out_flux inst(r) = Ca_out flux inst(r) + out flux * delta t
ENDIF
IF (component .EQ. 2) EN

IP3 out flux(r) = IP3 out flux(r) + out flux * delta t
IP3 out flux inst(r)= IP3 cut flux inst(r)+ out flux * delta t
ENDIF

NDSUBROUTINE continuity boundary condition
h rigra
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SUBROUTINE

R I

IP3_production_bkoundary(r, point_concentration, Ca_point_concentration, &
delta, diffusion_coefficient, area, imaginary point_concentraticn)

USE Global Variables

IMPLICIT NGEE

INTEGER :: T

REAL*8 point_concentration, Ca_point_concentration, delta, area, &

diffusion coefficient, imaginary_point_concentration, production_flux
CALL glutamatergic IP3_production_routine(area, IP3_production area_fraction, &
IP3_production_coefficient, Glu, Ca_point concentration, Glu_initial, Glu Hill, &
Ca Hill, sat IP3 production Glu, sat IP3 production Ca, production flux)

imaginary point concentration point_concentration + producticn flux * delta &

/ (diffusion coefficient * area)
IP3_production_flux(r) = IP3_production_flux(r) + production_flux * delta_t
IP3 production flux inst(r) = IP3 production flux inst(r) + production flux &
* delta t

ENDSUBROUTINE IP3_preduction_boundary

Ik xkkt® T R L kL Lk e S Lt s T T T
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SUBROUTINE IP3_degradation_boundary(r, point_concentration, delta, &
diffusion_coefficient, area, imaginary_point_concentration)

ok ok ok Kok ek ook ok ok ok ok % ko

USE Global Variables

IMPLICIT NONE

NTEGER ::

point_concentration, delta, diffusion coefficient, area, &

imaginary_point_concentration, degradation_flux

CALL IP3_degradation_routine (area, IP3_degradation_area_fraction, &
IP3_degradation_coefficient, point_ concentration, Ip3_initial, degradation_ flux)

point concentration - degradation flux * delta &
(diffusion coefficient * area)

IP3_degradation flux(r) = IP3 degradation_flux(r) + degradation flux * delta t
IP3 degradation flux inst(r) = IP3 degradation flux inst(r) + degradation flux &
* delta t

REAL*8

imaginary point concentration

~ 1

ENDSUBROUTINE IP3 degradation boundary

Ahkhh kbR Ak R R AR AR AR A AR AR R kAR R TR R R, R LR O R S e A agn
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. connection_boundary condition (component, r, i, Jj, point_concentration, &
delta, diffusion_ccefficient, areal, imaginary peint_concentration)
Global_variables

i, 3+ k, r, rl, component, ndl, nd2, naux, k bedy coordinate, &

k_body aux, k_body, kbec, kba, final_count

REAL*8 :: length cell body, body_delta, branch_coordinate, body_coordinate, &
point concentration, initial concentration, delta, diffusion coefficient,s&
area, areal, imaginary_point_concentration, distance(2), ¢ up, c_down, &
€l, €2, ¢ i plus 1, € 1 minus 1, € 1 plus 1, € 3 minus 1, IP3 i plus 1, &
IP3 i minus 1, IP3 j plus 1, IP3 j minus 1

N/coefficients/ C i plus_1, C i minus 1, C j plus_1, € j minus 1

/coefficients IP3/ IP3_i plus 1, IP3 i minus 1, IP3 j plus 1, IP3 j minus 1

area = areal
IF (i .EQ. Nx(r)+2)

rl = Connection(r,1,2) /100 ; naux = Connection(r,1,2) / 10

ndl = Connection(r,1,2) - naux*10 ; nd2 =(Connection(r,1,2) - rl*100 - ndl)/10
.EQ. 2) THEN

rl = Connection(r,1,1) /100 ; naux = Connection(r,1,1) / 10

ndl = Connection(r,1,1) - naux*10 ; nd2 =(Connection(r,1,1) - rl1*100 - ndl)/10

IF (nd2 == 1) THEN

length cell body = length y(rl) ; final count = Ny(rl) ; body delta = delta y(rl)
IF (nd2 == 2) THEN

length_cell body = length x(rl) ; final count = Nx(rl) ; body delta = delta_x(rl)

IF (i .EQ. 2) k body = Nx(rl) + 1 IF (i .EQ. Nx(r)+2 ) k body = 3

IF (i .EQ. 2) k body aux = Nx(rl) + 2 ; IF (i .EQ. Nx(r)+2 ) k bkody aux = 2

branch coordinate =(j-2)*delta y(r) + (length cell body - length_y(r)) /2
DO k = 2, final count+2

body coordinate = (k-2)*body_delta ;

(body coordinate .GE. branch cocrdinate) THEN

k body coordinate =k ; GO TO 1

(3 .EQ. 2) points_where_is the branch(l) = k
IF (j .EQ. Ny(r)+2) points_where is_the branch(2) = k
distance(l) = (body coordinate - branch coordinate)
distance(2) = ((body_coordinate-body delta) - branch coordinate)

IF (nd2 .EQ. 1 .AND. component .EQ. 1) THEN
c_up = C(rl,k body,k_body coordinate,l)
c_down = C(rl,k body,k_body coordinate -1,1)

IF (nd2 .EQ. 1 .AND. component .EQ. 2) THEN
c_up = IP3(rl,k bedy,k body coordinate,1)
¢_down = IP3(rl,k_body,k body coordinate-1,1)

2 .AND. component .EQ. 1) THEN
= C(rl,k_body coordinate,k_body, 1)
C(rl,k_body coordinate-1,k body,1)

(nd2 .EQ. 2 .AND. component .EQ. 2) THEN
c_‘up = IP3(rl,k body coordinate,k kody,1)
c_down = IP3(rl,k_body_coordinate-1,k body,1)




imaginary_point_concentration = (c_up*distance(2) + c_down*distance(l)) &
/ (distance(l) + distance(Z))
IF (j==2 .OR. j==Ny(r)+2) THEN
IF (j == 2) branch coordinate = (j-2)*delta_y(r) - delta_v(r) &
+ (length cell body-length y(r))/2
IF (j == Ny(r)+2) branch coordinate = (j-2)*delta_y(r) + delta_vy(r) &

+ (length_cell body-length_y(r))/2

Lo k = 2, final count+2
body_coordinate =(k-2)*body_delta

(body coordinate .GE. branch coordinate) T
kibgdyicoordinate =k Go TO 2

ENDIF
2 ( TINUE
distance(l) = abs(body coocrdinate - branch coordinate) ; distance(2) =
abs((body_caordinate—body_delta) = branch_coordinate)
i

kbc = k_body_coordinate + 1 ; kba = k _body aux

IF (nd2 == 1) THEN
IF (j == 2) THEN
IF (component .EQ. 1) C J minus 1 = (C(rl,kba,kbc,1)*distance(2) &
+ C(rl, kba,kbc-1,1)*distance(l)) /(distance (1) + distance(2))
IF (component .EQ. 2) IP3_j_minus_1 = (IP3(rl,kba,kbc,l)*distance(2) &
+ IP3(rl,kba,kbc-1,1)*distance(1l)) /(distance(l) + distance (2)

j == Ny(r)+2) THEN
IF (component .EQ. 1) C_j plus_1 = (C(rl,kba,kbc,1)*distance(2) &

+ C(rl, kba,kbc-1,1)*distance(l)) /(distance (1) + distance(2))
IF (component .EQ. 2) IP3 j_plus_1 = (IP3(rl,kba,kbc,l)*distance(2) &

+ IP3(rl,kba,kbc-1,1)*distance(l)) /(distance(l) + distance(2))

F (nd2 == 2) THEN
IF (j == 2) THEN
IF (component .EQ. 1) C_j minus_1 = &
C(rl,k body coordinate,k body aux,l)* distance(2) &
+ Clrl,k body coordinate-1,k body aux,l)*distance(1l))
/ (distance(l) + distance(2)})
IF (component .EQ. 2) IP3_j_minus_1l = &
(IP3(rl, k_body coordinate,k body_aux,1)*distance(2) &
+ IP3(rl,k body coordinate-1,k body aux,l)*distance(l)) &
/ (distance(l) + distance(2))

&

ENDIF
IF (J == Ny(r)+2) THEN
IF (component .EQ. 1) C j plus_ 1 = &
(Cl(rl,k body coordinate,k body aux,l)*distance(2) &
+ C(rl,k_body coordinate-1,k_body aux,l)*distance(l)) /(distance(l) &
+ distance(2))
IF (component .EQ. 2) TIP3 _j_plus_1 = &
(IP3(rl,k body ceoordinate,k body aux,l)*distance(2) &
+ IP3(rl,k_body coordinate-1,k body aux,1l)*distance(l)) /(distance(l)s&
+ distance(2))

IF (i.EQ.2)
C2 = imaginary point_concentration ; ELSE ; Cl = imaginary_point_ concentration

(j .EQ. 2 .CR. j .EQ. Ny(r) + 2) area = area/2.0D00

F (component .EQ. 1) THEN
IF (i.EQ.2) THEN
¢l = ¢(r,2,j,1) 7 ELSE ; C2 = C(r, Nx(r)+2,3,1)
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connection flux Ca(r,rl) = connection flux Ca(r,rl)
- area * diffusion_coefficient / (delta) * (¢l - ¢2) * delta_t
connection_ flux Ca_inst(r,rl) = connection flux Ca inst(r,rl) &

- area * diffusion _cecefficient / (delta) * (el - ¢2) * delta t

IF (1.EQ.2) THEN
¢l = 1P3(r,2,3j,1) ; ELSE ; C2 = IP3(r, Nx{(r)+2,3,1)
ENDIF
connection flux IP3(r,rl) = connection flux IP3(r,rl) &
- area * diffusion_coefficient / (delta) * (cl - c2) * delta_t
connection flux IP3 inst(r,rl) = connection flux IP3 inst(r,rl) &
- area * diffusion coefficient / (delta) * (cl - c2) * delta t

B
:

IF (j.EQ.2 .AND. compchnent.EQ.1) THEN
el = Cleyifgdsl) # €2 = C j minus 1

(j .EQ. Ny(r)+2 .AND. component.EQ.1)
el =C J oplus 1 i e2 = Clrzi;Jz1)

IF (j.EQ.2 .AND. component.EQ.2) THE
el = IP3(ryi,d;1) 7 c2 = IP3 j minus 1

(3 .EQ. Ny(r)+2 .AND. component.EQ.2) THEN
el = IP3 j plus 1 ; €2 = IB3(r;i;],;1)

.EQ. 2 .OR. J .EQ. Ny(r) + 2) THEN
area = delta/2.0D00
delta = area*2.0D00
IF (component .EQ. 1)

connection flux Ca(r,rl) = connection flux Ca(r,rl) &
- area * diffusion coefficient / (delta) * ( cl - c2 ) * delta t/2.0D0
connection_flux Ca_inst(r,rl) = connection_flux Ca_inst(r,rl) &

- area * diffusion coefficient / (delta) * ( cl - c2 ) * delta t/2.0D0

connection flux IP3(r,rl) = connection_ flux IP3(r,rl) &
- area * diffusion coefficient / (delta) * ( ¢l - c2 ) * delta t/2.0D0
connection_ flux IP3 inst(r,rl) = connection_flux IP3_inst(r,rl) &

- area * diffusion_coefficient / (delta) * ( cl - ¢2 ) * delta_t/2.0D0

E connection_boundary condition

de ke e ek ko ko dook ok ok ok ek kK ok ok ko ok ko Rk R Rk Kk R e e e e x Kk ko k& ok
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SUBROUTINE connection boundary condition body (component, d, r, i, j, &
imaginary point_concentration, s)
USE Global Variables

IMPLICIT NCNE

INTEGER :: component, i, j, k, r, rl, d, space counter, k branch coordinate, s
REAL*8 :: length _cell body, body_delta, branch_coordinate, body_coordinate, &
aux_branchl, aux_branch2, imaginary point_ concentration, distance(2), auxl, aux2

IF (i .EQ. 2) rl = Connection(r,d,1l) /100
IF (i .EQ. Nx(r)+2) rl = Connection(r,d,2) /100

informatien

IF (d .EQ. 1) THEN

space _counter = j ; body delta = delta y(r) : length cell body = length y(r)
ENDIF
IF (d .EQ. 2) THEN

space_counter = i ; body delta = delta x(r) ; length_cell body = length_x(r)
ENDIF

body_coordinate =(space_counter-2) *body delta
aux branchl = length cell body/2-length y(rl)/2
aux_branch2 = length cell body/2+length_v(rl)/2

IF (body_coordinate .LT. aux branchl .OR. body_coordinate .GT. aux_branch2) THEN

IF (component .EQ. 1) imaginary point_ concentration = Gl £ A Gy L)
IF (component .EQ. 2) imaginary point concentration = IP3( r, i, j, 1)
g=1

DO k = 2, Ny(rl) + 2
branch_coordinate =(k-2) *delta_y(rl) +(length_cell body-length y(rl))/2
IF (branch cocordinate .GE. body coordinate) THEN

k_branch coordinate = k ; GO TO 2
ENDIF
ENDDO
2 CONTINUE
distance (1) = abs (body_coordinate-branch_cocordinate)
distance(2) = abs (body cocrdinate- (branch coordinate-delta y(rl)))

IF (i .EQ. 2 .OR. j -EQ. 2) THEN
IF (component .EQ. 1) THEN
auxl = C(rl,Nx(rl)+2,k _branch cocecrdinate,2)
aux2 = C(rl,Nx(rl)+2,k_branch_coocrdinate-1,2)

C(r,1i,3,2) = (auxl*distance(2)+aux2*distance(l))/(distance(l)+distance(2))
ENDIF
IF (component.EQ.2) IP3(r,i,j,2) = (IP3(rl,Nx(rl)+2,k_branch_coordinate,2) &

* distance (2) + IP3(rl,Nx(rl)+2,k branch_coordinate-1,2)*distance (1)) &
/ (distance (1l)+distance(2))

ENDIF
IF (i .EQ. Nx(r)+2 .OR. j .EQ. Ny(r)+2) THEN
IF (component.EQ.1) C(r,i,j,2) = (C(rl,2,k _branch cocrdinate,2) &

* distance (2) + C(rl,2,k branch coordinate-1,2) *distance(l)) &
/(distance (1) + distanceTZ)) -

IF (component.EQ.2) IP3(r,i,3j,2) = (IP3(rl,2,k branch coordinate,2) &
*distance(2) + IP3(rl, 2,k branch coordinate-1,2)*distance(l)) &
/(distance (1) + distance({2))

ENDIF
s =2
ENDIF
| e = g _— — — 2 s e
IF (component .EQ. 1) connection flux Ca(r,rl) = - connection_flux Ca(rl,r)
IF (component .EQ. 2) connection flux IP3(r,rl) = - connection flux IP3(rl,r)

UBROUTINE connection_boundary condition_bedy

T e o e e o o e
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SUBROUTINE glutamatergic IP3 production routine (area, IP3_p fraction, IE3_p_ rate, &
glu ¢, ca ¢, glu c¢ i, glu Hill ¢, ca Hill ¢, k glu, k ca, flux)

IMPLICIT NONE

REAL*8 :: area, IP3 p fraction, IP3_p rate, glu ¢, ca ¢ ,glu c i ,glu Hill ¢, &

ca Hill ¢, k glu, k ca, flux

Glutamate_contribution term, Ca_ contribution term

glu_term, Ca_term

REAL*8
REAL*8

1wcentration
ntration of calcium

initial cor ation of glut
i ient of the ten
production

11 gz Hill eo cient of the term that takes into account the contribution &
alcium to the IP3 production

icient of the term
duction

1 coefficient of the term that takes into account the contribution &
lum to the IP3 production

mass flux of IP3 degradation

that takes into account the contribution &

Fh

at takes into account the contribution &

L Ao 0 el B e |

|

Glutamate_contribution_term = (glu_c - glu_c_i)**glu Hill c &
/ {(glu ¢ - glu ¢ i)**glu Hill ¢ + k glu**glu Hill c )

Ca__contribution_term = ca_c**ca Hill_c /(ca_c**ca_Hill c + k_ca**ca_Hill c )

flux = area * IP3 p fraction * IP3_p rate * Glutamate contribution term * &
Ca__ contribution_term

ENDSUBRQUTINE glutamatergic IP3_production_routine

R B T e
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SUBROUTINE IP3 degradation_routine (area, IP3_degradation fraction, &
IP3_degradation_rate, internal concentration, external concentration, flux)
IMPLICIT NONE
REAL*8 :: area, IP3_degradation fraction, IP3_degradation_rate, &
internal concentration, external concentration, flux

IP3 degr

IP3_d tior
ilntern l_COﬂCeﬂtﬁa
being applied

external concentration: «ternal concentration to the point where the boundary

= area * IP3_degradation fraction * IP3_degradation_rate &
* (internal_concentraticn — external concentration)

ENDSUBROUTINE IP3_degradation_routine

o o
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SUBROUTINE cell membrane calcium flux {(r, i, j, C_in, delta, Diffusion2, area, &
C i minus_1)

USE Global_variables

IMPLICIT NONE

REAL*8 :: leakage flux, pump flux, ionotropic flux, C in, C i minus 1, delta, &
diffusion2, area, calcium_ flux cell membrane
INTEGER :: r, 1, Jj, opened_closed_channel Glu

IF (Cell_membrane_Glu open_channel.EQ.l) &
CALL channel open probability cell membrane (r, i, j, opened closed channel Glu)

CALL leak iono channel (area, Ca channels Glu area fraction, &
Ca_channels_Glu_coefficient, C_in, Ca_cleft, ionotropic flux)

CALL leak ionc channel (area, leakage area fraction, leakage coefficient, &
C in, Ca cleft, leakage flux)

CALL pump_routine (area, pump area fraction, pump coefficient, C_in, pump Hill, &
pump_saturation_ccefficient, pump flux)

calcium_flux cell membrane = - (opened closed channel Glu * ionotropic flux + &

leakage flux + pump flux)

C i minus_1 = C_in + calcium flux cell membrane * delta / (diffusion2 * area)

Ca_cell membrane flux(r) = Ca cell membrane flux(r) + calcium flux cell membrane * &
delta_t
Ca_cell_membrane_flux_inst (r) = Ca_cell membrane_flux_inst(r) + &

calcium flux cell membrane * delta t
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SUBROUTINE channel open probability cell membrane(r, i, j, opened closed channel Glu)
USE Global_Variablgs - N N B N B
IMPLICIT NONE
INTEGER :: r, i, j, opened closed channel Glu
REAL*8 :: ran, Pb, deltaG
IF (time n .GT. refractory end time Glu (r, i, j)) THEN

deltaG = Glu - Gluii;iti;l B

Pb = deltaG**n_prob Glu / (deltaG**n_prob Glu + Glu_sat**n_prob_Glu )

CALL RANDOM NUMBER (ran)

IF (ran.LT.Pb.AND.channel time scale counting.GE.time scale to open channel Glu)é&

THEN
channel opening time Glu(r,i,j) = time n
channel closing time Glu(r,i,j) =channel opening time Glu(r,i,j) +opening time
refractory end time Glu(r,i,j) = channel closing time Glu(r,i,j) + &

refractory period
cpened _clesed channel Glu =1

ENDIF
LSE

IF (time n .GT. channel closing time Glu(r, i, j)) opened closed channel Glu = 0O
ENDIF

ENDSUBROUTINE channel open probability cell membrane

T T E T e S A T T T T R T Iee R e s v ReRprrges
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SUBROUTINE leak iono_channel (area, channel fraction, k transfer, C _in, C_out, flux)
IMPLICIT NONE
REAL*8 :: area, channel_fraction, k_transfer, C_in, C_out, flux

! area: area of the contrel volume face perpendicular to the flux
! channel fraction: fraction of total area occupied by channels

channel mass transfer coefficient

internal and external concentration at boundary cond

calcium mass flux produced by this channel

ion position

ENDSUBROUTINE leak iono_channel

B R e s e R e e et el
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SUBROUTINE pump_routine (area, pump_fraction, k_pump, C in, p_Hill, sat coefficient, &
flux)
IMPLICIT NONE

| area: area of control volume face perpendicular to the flux
pump_fraction: fraction of total area occupied by pumps
imal pumpi rate

k pump:
z 1 concentration at boundary condition position
im mass flux produced by the pumps

flux = area * pump_fraction *k_pump *C_in*#*p Hill &
/ (C_in**p Hill +sat coefficient **p Hill)

ENDSUBROUTINE pump_routine

B o o o e R e R T R T A R R R R R
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File 0.Parammeters

1.0D-2
1.0D03
0.1D00

25.0D00
1.0D-4
1.0D-4

6.0D-4

1.00D3

10.8D-3
0.00D00
1.0D-4
1.0D-4
6.0D-4

.3D00
.0D-4
.0D-4
.2D00

Mooy oy ©

0.01D0

stimulus time

1.00D-2 Glu amplitude, oscillation period
10.30D00 0.16D00 3.00D00 2.00D03 Ca_inicial, Ca_RE inicial,
IP3 dndtial, Glu initial, Ca eleft
280.00D0O0 Diffusion{l), Diffusiocn(2)
269.00D00 leakage area fraction, leakage coe
1075946.20D00 2.00D00 0.10D00 pump area_ fraction, pump coefficient,
pump_Hill, pump saturation coefficient
0.30D00 Ca_channels Glu area fraction, Ca channels Glu coefficient
2.20D00 n_prob Glu, Glu sat
7.60D-3 refractory period, opening time
time scale to open channel Glu
265.00D00 leakage area_ fraction ER, leakage coefficient ER
5487.60D00 pump_area_ fraction ER, pump_coefficient ER
6.00D06 0.78D00 0.30D00 on area fraction,
IP3 _productien coefficient,sat_IP3 production Glu, Glu Hill
2.00D00 sat_IP3 production Ca, Ca Hill
600.00D01 IP3 degradation area fraction, IP3 degradation coefficient
150.00D00 Ca_channels_IP3_area fraction, Ca_channels IP3_coefficient
0.10D00 0.16D00 0.15D00 2.05D00 n_prob_IP3, Ip3_sat,

a sat 1, Ca sat 2, n prob Ca

time scale te open channel IP3
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