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RESUMEN 

 

 
 

Las células ciliadas internas son las células sensoriales del oído de mamíferos ubicadas 

en la cóclea, responsables de traducir los sonidos en señales neuronales. Estas células 

poseen estereocilios en su parte superior los cuales son desplazados por la presión 

producida por un sonido. Este desplazamiento despolariza a estas células y activa los 

canales de Ca2+ ubicados en las zonas activas de la membrana plasmática de la célula. La 

entrada de iones Ca2+ desencadena la fusión de las vesículas sinápticas rápidas y, por ende, 

la liberación del glutamato en las terminales aferentes.  

La liberación del glutamato es un paso fundamental en la decodificación de la 

información de los estímulos acústicos en la vía auditiva. Los protocolos experimentales 

actuales no proporcionan la resolución temporal adecuada para la observación de la 

exocitosis de vesículas rápidas, ya que no es posible aplicar estímulos muy cortos –por 

debajo de los milisegundos– y al mismo tiempo registrar la respuesta celular durante y en 

momentos definidos después de la estimulación.  

Con el fin de simular la secreción de las vesículas rápidas de las células ciliadas internas 

–a escalas de tiempo del orden de milisegundos- en respuesta a estímulos de diferentes 

duraciones y amplitudes, y de estudiar la influencia de micro y nanodominios de Ca2+; en 

este trabajo se propone un modelo de zona activa resuelto con un algoritmo Monte Carlo. 
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Por algoritmo Monte Carlo se entiende un esquema computacional de resolución de un 

determinado problema que hace uso de variables generadas aleatoriamente (de acuerdo a 

determinadas distribuciones de probabilidad) para su resolución aproximada. Éste, por 

ejemplo, es el caso del algoritmo que simula los mecanismos de reacción-difusión que 

tienen lugar en la zona activa. Para ello se desarrollaron modelos para la difusión 

amortiguada de iones Ca2+, esquemas de unión de iones Ca2+ para la fusión de vesículas y 

para los canales de Ca2+ Cav1.3 tipo L. Se simula la activación del sensor otoferlina, ubicado 

en las vesículas sinápticas y se estudia su influencia en la secreción de glutamato. Con el 

modelo propuesto es posible simular mutaciones en la otoferlina, así como alteraciones en 

la endocitosis o en la concentración de glutamato, las cuales se asocian con diferentes tipos 

de pérdidas auditivas. 



MODELADO ESTOCÁSTICO DE LA  SECRECIÓN EN CÉLULAS CILIARES INTERNAS DEL TRAYECTO AUDITIVO 
 

 

 1 

ÍNDICE GENERAL 

 
Página 

1. INTRODUCCIÓN 3 

1.1    Motivación 3 

1.2    Marco teórico 5 

1.2.1   Sordera 5 

1.2.2   Células ciliadas internas 6 

1.2.3   Exocitosis sináptica 8 

1.2.4   Sensor de Ca2+ 11 

1.2.5   Canal de Ca2+ tipo L 12 

1.3    Antecedentes 13 

1.4    Justificación 15 

1.5    Hipótesis 15 

1.6    Objetivos 16 

2. MODELADO MATEMÁTICO 17 

2.1   Modelo del dominio de la zona activa 18 

2.2   Modelo del canal de Ca2+ 20 

2.3   Modelo de difusión de Ca2+ 24 

2.5   Modelo de secreción 26 

3. SIMULACIONES 31 

3.1   Simulaciones de corriente de Ca2+ 32 

3.2   Dinámicas de secreción 36 

3.3   Predicciones de secreción: micro y nanodominios de Ca2+ 42 

4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 46 

REFERENCIAS 48 

ANEXOS 54 

Trabajos derivados de esta tesis 54 

Glosario 55 

  

 



MODELADO ESTOCÁSTICO DE LA  SECRECIÓN EN CÉLULAS CILIARES INTERNAS DEL TRAYECTO AUDITIVO 
 

 

 2 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 
Página 

Figura 1. Clasificación de SNHL basada en la fisiología. 5 

Figura 2. El oído y las diferentes estructuras involucradas en el procesamiento del sonido. 7 

Figura 3. Nanodominio y microdominio de Ca2+. 9 

Figura 4. Diagrama de flujo del código principal. 13 

Figura 5. Modelo geométrico de la zona activa. 15 

Figura 6. Modelo de Markov de tres estados para un canal de Ca2+ tipo L de una IHC. 16 

Figura 7. Diagrama de flujo del algoritmo del canal de Ca2+. 23 

Figura 8. Modelo cinético de la otoferlina en IHC. 26 

Figura 9. Diagrama de flujo del algoritmo del modelo de secreción. 29 

Figura 10. Estimación de la velocidad de transición α. 33 

Figura 11. Porcentaje de canales de Ca2+ inactivos, abiertos y  cerrados  en una zona activa de  

                   una IHC. 34 

Figura 12. Ejemplo de corrientes de despolarización en canales de Ca2+ tipo L. 35 

Figura 13. Relación Intensidad-voltaje del modelo para el canal de Ca2+ tipo L en una IHC. 35 

Figura 14. Dinámicas de  Ca2+ y  secreción  en respuesta a  pulsos de diferentes  intensidades, 

                   con duración fija de 50 ms. 37 

Figura 15. Dinámicas de Ca2+ y  secreción para pulsos despolarizantes con amplitud de 65 mV  

                   en respuesta a diferentes duraciones. 38 

Figura 16. Dependencia de Ca2+ en la exocitosis en IHC. 39 

Figura 17. Relación secreción acumulada-voltaje empleando distintos porcentajes de vesículas. 40 

Figura 18. Efecto de la otoferlina en la secreción. 42 

Figura 19. Distribución de canales de Ca2+ y vesículas en la zona activa. 43 

Figura 20. Relación  Secreción  acumulada-Tiempo para  un voltaje  de  membrana  de -15 mV  

                   para dos configuraciones espaciales. 44 

Figura 21. Relación Secreción acumulada-voltaje para dos configuraciones espaciales. 45 

 
 
Tabla 1. Parámetros empleados en las simulaciones de secreción                                                           30 

 



MODELADO ESTOCÁSTICO DE LA  SECRECIÓN EN CÉLULAS CILIARES INTERNAS DEL TRAYECTO AUDITIVO 
 

 

 3 

 

 

CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

 

 

1.1    Motivación 
 

A través del sentido del oído se obtiene información de la presencia, ubicación y 

relevancia de los sonidos en el entorno. Según la Organización Mundial de la Salud 

actualmente 466 millones de personas en todo el mundo padecen pérdida de audición 

discapacitante, de las cuales 34 millones son niños (OMS, 2019).  

Para que el cerebro pueda descifrar entre una amplia gama de sonidos, la información de 

los estímulos acústicos debe ser preservada a lo largo de la vía auditiva, desde la detección 

inicial del sonido en las células ciliadas internas (IHC, por sus siglas en inglés) ubicadas en la 

cóclea, hasta su interpretación en el cerebro (Yu y Goodrich, 2014).  

Existen diferentes modelos computacionales que simulan la codificación del sonido en 

diferentes etapas de la vía auditiva, a partir de mediciones fisiológicas en especies animales, 

principalmente en roedores (Wittig y Parsons, 2008; Gil y González-Vélez, 2010; Zilany et al., 

2014). Un modelo global de las primeras etapas de la vía auditiva debería contener tres 

etapas principales: 1) un modelo del comportamiento del oído externo y medio, 2) la etapa 
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que modela la exocitosis del neurotransmisor glutamato controlada por Ca2+ en las IHCs, y 

3) la etapa que modela la tasa de disparo por parte del nervio auditivo. Todas estas etapas 

son necesarias para entender principalmente cómo se generan las formas de onda de los 

potenciales evocados auditivos de tallo cerebral, utilizados para determinar objetivamente 

los umbrales de audición humana en estudios clínicos (Rønnet al., 2012). 

El procesamiento del sonido en el sistema auditivo se caracteriza por una precisión 

temporal extrema y multiescala –entre milisegundos y segundos- la cual es fundamental para 

la audición de sonidos de múltiples frecuencias e intensidades. Actualmente las técnicas 

experimentales no permiten estimular y medir respuestas de las IHCs a una escala temporal 

de milisegundos, escala a la cual se lleva a cabo la fase rápida de la exocitosis; por lo que el 

algoritmo desarrollado en el presente trabajo, mediante el uso de herramientas de cinética 

enzimática, de fenómenos del transporte, métodos matemáticos y computacionales, 

permite simular el cómo se lleva a cabo éste proceso biológico de gran importancia para el 

ser humano.  
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1.2    Marco teórico 

 

1.2.1   Sordera 

 

La sordera o hipoacusia es un término que designa la disminución de la audición y se 

clasifica en:  

 Pérdida auditiva conductiva (CHL, por sus siglas en inglés): provocada por una 

transmisión deficiente de las ondas de sonido a través del oído externo al oído medio 

(Takesian et al., 2004).   

 Pérdida auditiva neurosensorial (SNHL, por sus siglas en inglés): patologías del nervio 

auditivo y del oído interno, específicamente en las células ciliadas (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Clasificación de SNHL basada en la fisiología. Las sinaptopatías auditivas de las células ciliadas externas 

(OHC, por sus siglas en inglés) interrumpen la amplificación coclear; las sinaptopatías auditivas de las IHCs 

interrumpen la codificación sináptica del sonido y las sinaptopatías auditivas de neuronas (SGN, por sus siglas 

en inglés) interrumpen la codificación y/o conducción de la información auditiva (Moser et al., 2013). 

 

Estas patologías, denominadas sinaptopatías auditivas provocan un deterioro gradual de 

la audición, vértigo y en algunos casos parálisis facial y acufenos; pueden tener un origen 
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congénito o ser causadas por factores ambientales incluyendo infecciones virales, sobre-

estimulación sonora, medicamentos ototóxicos o envejecimiento. La mayoría de las formas 

de SNHL son irreversibles y son tratados con audífonos o prótesis cocleares, pero la 

capacidad de estas prótesis para restablecer la función auditiva depende entre otras cosas 

de la edad de implantación (Kenna, 2004; Takesian et al., 2009). 

 

1.2.2   Células ciliadas internas 

 

Las IHCs -células sensoriales del oído- ubicadas en la membrana basilar en la cóclea, 

constituyen la etapa presináptica de la primera sinapsis del trayecto auditivo (Figura 2), 

donde se lleva a cabo el control de la secreción del neurotransmisor glutamato, el cual es 

fundamental en la decodificación de la información de los estímulos acústicos (Nicolson, 

2012) y la deficiencia en el funcionamiento de la otoferlina -sensor de Ca2+ de las vesículas 

secretoras de las IHCs- está relacionado con la hipoacusia genética (Roux et al., 2006; Seal et 

al., 2008; Moser et al., 2013).  El estímulo de las IHCs proviene de la transducción del sonido 

en cambios en el potencial de membrana de estas células, lo cual estimula la liberación de 

glutamato proveniente de las vesículas secretoras. Esto es controlado por la activación 

graduada de los canales de Ca2+ Cav1.3 tipo L (Spassova, 2001; Brandt et al., 2005) ubicados 

muy cerca de las vesículas adosadas en la membrana plasmática, en la región denominada 

zona activa.  

Una zona activa representa el área donde se secreta el neurotransmisor y la célula está 

conectada con una terminación aferente. Una IHC presenta en promedio de 10 a 30 zonas 

activas (Zampini et al., 2010), y cada zona activa tiene aproximadamente 90 canales de Ca2+ 

y 32 vesículas adosadas a la membrana plasmática (Brandt et al., 2005) responsables de la 

fase rápida de la exocitosis (Mennerick y Matthews, 1996).  
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Figura 2. El oído y las diferentes estructuras involucradas en el procesamiento del sonido (Adaptado de 

Safieddine et al., 2012). 

(a) El oído está compuesto por el oído externo y medio que garantizan el paso de ondas sonoras al oído interno 

específicamente a la cóclea, encargada de transformar el estímulo sonoro en un mensaje nervioso.  

(b) Las células sensoriales del órgano de Corti: células ciliadas externas (OHCs, por sus siglas en inglés) que 

amplifican el sonido y células ciliadas internas (IHCs). 

(c) Los estereocilicios de la IHC son el lugar de la transducción mecano-eléctrica: el desplazamiento de estos 

hacia la estría vascular abre los canales catiónicos permitiendo la entrada del potasio (K+) proveniente de la 

endolinfa, lo que ocasiona la despolarización de la IHC, y la subsecuente apertura de los canales de Ca2+.   

(d) Cada zona activa en la IHC está conectada con una terminación aferente y presenta un cuerpo sináptico 

cubierto por una monocapa de vesículas sinápticas. La unión de iones Ca2+ a la otoferlina produce la fusión de 

las vesículas sinápticas. Cada vesícula sináptica almacena un quanta de glutamato y libera su contenido en un 

sitio especializado en la membrana plasmática en la zona activa, de una manera todo o nada. 
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1.2.3   Exocitosis sináptica 

 

Las vesículas sinápticas son organelos revestidos que contienen glutamato. A partir de un 

potencial de acción en la IHC se induce la apertura de los canales de Ca2+, esto aumenta los 

niveles de Ca2+ intracelular y activa la exocitosis de las vesículas sinápticas que liberan el 

glutamato hacia la hendidura sináptica. Luego de la exocitosis, la membrana de la vesícula 

sináptica se integra con la membrana plasmática y ocurre un proceso de reciclado.  

Las vesículas de fase rápida (RRP “Ready Releasable Pool”) se definen funcionalmente 

como un pequeño grupo de vesículas adosadas a la membrana plasmática debajo del cuerpo 

sináptico –zona activa- que se liberan más fácil y rápidamente que otras vesículas; en ratón, 

éstas vesículas presentan constantes de tiempo de agotamiento de 10 ms. La eficiencia con 

la que un potencial de acción evoca la liberación del neurotransmisor depende del tamaño 

del RRP, de la probabilidad inicial de liberación de cada vesícula y de la cantidad de iones 

Ca2+ cerca de ella, además de otros factores adicionales que regulan las respuestas 

sinápticas. Al agotarse las vesículas de fase rápida, éstas se reponen a partir de un grupo de 

vesículas de reserva, y esta reposición es vital para sostener las respuestas sinápticas ante 

estímulos persistentes (Nouvian et al., 2006; Safieddine et al., 2012; Kaeser y Regehr, 2017). 

Kaeser y Regehr, (2017) proponen que la activación del sitio de liberación limita la 

velocidad para generar nuevas vesículas RRP, ya que, al liberarse de inmediato las vesículas 

adosadas en los sitios activados, las vesículas de reserva pueden reclutarse rápidamente a 

los sitios activados desocupados para contribuir al RRP. La activación e inactivación de los 

sitios de liberación y el reclutamiento de vesículas en estos sitios permite cambios dinámicos 

en el RRP, ya que se ha observado que el RRP y el acoplamiento de vesículas no son estáticos. 

En el presente trabajo, se simula la exocitosis de las vesículas RRP y no se modela el proceso 

de endocitosis ni del movimiento de las vesículas de reserva.  
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La distribución y espaciamiento de los canales de Ca2+ y las vesículas sinápticas rápidas en 

una zona activa de una IHC y cómo afecta esto la transmisión del sonido son desconocidos, 

pero se ha propuesto que la liberación de glutamato está controlada ya sea por un 

nanodominio de Ca2+ formado por la activación de uno o muy pocos canales de Ca2+ (Brandt 

et al., 2005), o bien, por un microdominio de Ca2+ producido por la cooperación de muchos 

canales donde se promedian las propiedades de un solo canal (Roberts, 1994) (Figura 3). En 

general, los nanodominios han sido propuestos para explicar la respuesta rápida en 

neuronas de sistema nervioso central donde canales y vesículas están muy cercanos, y los 

microdominios se han asociado a respuestas sinápticas de latencia corta y larga para 

estímulos de diferentes frecuencias (Oheim et al., 2006). 

 

 

Figura 3. Nanodominio y microdominio de Ca2+. Los nanodominios han sido propuestos para explicar la 

respuesta rápida en neuronas de sistema nervioso central donde canales y vesículas están muy cercanos, y los 

microdominios se han asociado a respuestas sinápticas de latencia corta y larga para estímulos de diferentes 

frecuencias. 
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Microdominio de Ca2+ 

Roberts, (1994) sugiere que decenas de canales de Ca2+ cooperan para imponer un 

microdominio de Ca2+ en los sitios de liberación de vesículas sinápticas en cada zona activa. 

Aquí, la distancia promedio entre las vesículas y los canales de Ca2+ es de aproximadamente 

del diámetro de una vesícula.  

  

 

Nanodominio de Ca2+ 

Se sugiere en (Brandt et al., 2005) que la exocitosis está bajo control de nanodominios de 

Ca2+ durante la codificación del sonido, es decir, las vesículas adosadas en la membrana están 

localizadas a pocos nanómetros de los canales presinápticos de Ca2+. Este fenómeno se 

puede observar como una dependencia no lineal del voltaje de membrana y la corriente de 

Ca2+. Esto se sugiere debido a estudios previos en IHCs (Beutner et al., 2001; Brandt et al., 

2005) que han demostrado que:  

 La apertura de unos pocos canales de Ca2+ son suficientes para la exocitosis de una 

vesícula. 

 Se tiene inicialmente un aumento lineal en la exocitosis bajo concentraciones de Ca2+ 

bajas (micromolar). 

 Mayores corrientes de Ca2+ provocan la saturación de la exocitosis debido al agotamiento 

de las vesículas adosadas, o bien, a que el Ca2+ en los sitios de liberación ya han conducido 

la exocitosis a la máxima velocidad, de modo que un aumento de Ca2+ no causaría un 

cambio importante en ella. 
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1.2.4   Sensor de Ca2+ 

 

Cerca de 20 proteínas han sido identificadas como componentes en la sinapsis de IHCs, 

de las cuales Myosina VI, Basson, VGLUT3, Sinaptotagmina 4 y otoferlina han demostrado 

tener roles esenciales en la exocitosis sináptica (Safieddine et al., 2012). Sin embargo, la 

otoferlina -proteína de membrana que se une a iones Ca2+ con seis dominios C2 (C2A-F) y dos 

dominios Fer- ha sido propuesta como el sensor de Ca2+ en las vesículas sinápticas en IHCs, 

con base en: 

 La otoferlina está asociada a las vesículas sinápticas y se ha detectado a lo largo de la 

membrana plasmática presináptica y del citosol en la IHC (Seal et al., 2008). 

 En presencia del complejo SNARE (“Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment 

protein Receptor”), la otoferlina promueve la fusión dependiente de Ca2+ en ensayos in 

vitro con la unión de Ca2+ en cinco de sus seis dominios (Johnson y Chapman, 2010). 

 La otoferlina interactúa directamente con las proteínas del complejo SNARE dependiente 

de Ca2+, encargadas de ensamblar la maquinaria molecular que desencadena la 

exocitosis (Roux et al., 2006; Johnson y Chapman, 2010). 

 La otoferlina se une a los canales Cav1.3 (Ramakrishnan et al., 2009). 

 Otros miembros de la familia ferlína (FER-1 en C. elegans, mioferlina y disferlina en 

humanos y ratones) al presentar anomalías, afectan la exocitosis (Seal et al., 2008). 

 Estudios en IHCs de ratones mutados en el dominio C2F (Pachanga OtofPga /Pga) (Pangrsic 

et al., 2010) y en el dominio C2C (OtofC2C/C2C) (Michalski et al., 2017) de la otoferlina, 

mostraron depresión de la exocitosis y una menor sensibilidad al Ca2+. 

 

 

 



MODELADO ESTOCÁSTICO DE LA  SECRECIÓN EN CÉLULAS CILIARES INTERNAS DEL TRAYECTO AUDITIVO 
 

 

 12 

1.2.5   Canal de Ca2+ tipo L 

 

La entrada de iones Ca2+ en las IHCs es causada por la apertura de canales de Ca2+ tipo L 

Cav1.3, los cuales representan la mayoría de canales de Ca2+ expresados en IHCs en 

mamíferos. Estos canales consisten en subunidades alfa Cav1.3 sensibles a la dihidropiridina, 

tienen un rango de activación a un voltaje de -20 mV aproximadamente (Brandt et al., 2005), 

y están ubicados en la membrana plasmática debajo de los cuerpos sinápticos. Los canales 

de Ca2+ tipo L se activan rápidamente por los cambios en el voltaje de la membrana y solo 

unos pocos permanecen inactivos, dos propiedades altamente propicias para la fase rápida 

de la exocitosis (Platzer et al., 2000; Spassova et al., 2001; Brandt et al., 2005; Zampini et al., 

2010).  
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1.3    Antecedentes 

 

Actualmente, la investigación de la sinapsis en IHCs ha tenido un mayor auge, por lo que 

se han empleado diversos métodos experimentales para evaluar su estructura y función en 

combinación con la manipulación genética y el uso de fármacos durante la sinapsis. A la par, 

se ha hecho uso de herramientas computacionales y matemáticas para obtener modelos que 

simulen el comportamiento de éstas células.  

Entre los protocolos experimentales usados en el estudio de la sinapsis en IHCs están: 

 Inmunohistoquímica y microscopía de alta resolución, junto con análisis de RNA y de 

proteínas para obtener la composición molecular de las vesículas sinápticas (Moser et 

al., 2015). 

 Tomografía electrónica de diferentes estados funcionales de la IHC, seguida de una 

fractura por congelación y la subsiguiente microscopía electrónica, esto para el estudio 

de la sinapsis (Roberts et al., 1990; Lenzi et al., 1999). 

 Técnica de Patch-Clamp empleada para medir la corriente de iones Ca2+ y la capacitancia 

de la membrana celular, con el fin de estudiar la exocitosis de fase rápida (Brandt et al., 

2005). 

 Inmunotinción y análisis de microscopia confocal para investigar la distribución de los 

canales de Ca2+ en una zona activa (Brandt et al., 2005). 

 Estudio en IHCs de ratones mutantes defectuosos para proteínas sinápticas y modelos 

en ratón de la sordera humana (Pangrsic et al., 2010; Michalski et al., 2017). 

 

Se ha avanzado mucho en la disección de la anatomía y la fisiología de la sinapsis en estas 

células gracias a técnicas de Patch-Clamp, imágenes funcionales de alta resolución, 

microscopía de luz de superresolución y tomografías de electrones después de la 

congelación a alta presión de las IHCs. Sin embargo, estas técnicas no proporcionan la 
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resolución temporal adecuada para la observación de la exocitosis en vesículas RRP, ya que 

no es posible aplicar estímulos muy cortos (milisegundos) e investigar a las células durante y 

en momentos definidos después de la estimulación. Por lo tanto, se necesitan enfoques que 

cumplan dos requisitos: un protocolo de estimulación preciso combinado con la 

inmovilización rápida de la muestra, por ejemplo, mediante congelación a alta presión 

(Moser et al., 2015).  

 

Es aquí, donde entra el modelado y simulación de la sinapsis apoyada en las observaciones 

experimentales. El método Monte Carlo se ha utilizado para modelar y simular con mayor 

precisión que los métodos determinísticos la exocitosis en diversas sinapsis, por ejemplo: 

 La exocitosis controlada por Ca2+ en una zona activa del cáliz de Held (Gil y González-

Vélez, 2010), que es otro relevo sináptico clave en el trayecto auditivo. 

 La exocitosis controlada por Ca2+ en un modelo de IHC completa (Bortolozzia et al., 2008) 

y en una zona activa (Wittig y Parsons,2008). 

 Las dinámicas de Ca2+ involucradas en la secreción del neurotransmisor en una zona 

activa en terminaciones nerviosas (Gibson et al., 2001; Glavinovíc y Rabie, 2001; 

Shahrezaei et al., 2006). 

 

El método Monte Carlo es un método matemático estocástico basado en el muestreo 

repetitivo para calcular los resultados. Éste método, por ejemplo, se emplea para obtener la 

solución mediante el uso de números aleatorios en modelos de fenómenos con 

incertidumbre en los datos de entrada o para resolver modelos microscópicos donde las 

principales variables son iones o moléculas con movimientos aleatorios, como en nuestro 

caso. Es un método adecuado para simulaciones con escalas temporales cortas y de alta 

resolución espacial; sin embargo, requiere mucho tiempo de cómputo (González-Vélez, 

2011).  
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1.4    Justificación 

 

Los defectos en o la pérdida de las células ciliadas internas, así como las alteraciones en 

su sinapsis ocasionan el deterioro gradual de la audición, acufenos y disminución en la 

calidad de vida.  

Debido a la complejidad de realizar experimentos in vivo e in vitro para estudiar la sinapsis 

en las células ciliadas internas y debido a sus tiempos cortos de respuesta, el utilizar 

herramientas de modelado y simulación estocástica para desarrollar un modelo de zona 

activa es una opción adecuada para entender los procesos bioquímicos relacionados con 

estos padecimientos. 

 

 

1.5    Hipótesis 

 

La distribución espacial de los canales de Ca2+ y las vesículas sinápticas adosadas a la 

membrana plasmática en las células ciliadas internas afecta la dinámica de secreción del 

glutamato, lo que tiene repercusiones en la transmisión de la información auditiva. Esto 

puede estudiarse usando un modelo de nanodominios o microdominios de Ca2+. 
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1.6   Objetivos 

 

Objetivo general 

 

Desarrollar un modelo computacional que permita estudiar la secreción de las células 

ciliadas internas en función de la distribución espacial de los canales de Ca2+ y las vesículas 

rápidas. 

 

 

Objetivos particulares 

 

1. Definir un modelo geométrico de una zona activa de la IHC. 

2. Desarrollar un algoritmo estocástico que permita estudiar la dinámica de secreción 

del glutamato. 
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CAPÍTULO 2 

MODELADO MATEMÁTICO  

 
 

Para la presente tesis, se adaptó el código que implementa el algoritmo Monte Carlo 

desarrollado por (Gil y González-Vélez, 2010) mostrado en la Figura 4. 

 

Figura 4. Diagrama de flujo del código principal. Se muestran las rutinas principales que distribuyen a los canales 

y las vesículas en el dominio, y que calculan las cinéticas. 
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A continuación, se describen las rutinas que conforman dicho código: 

 Datos de entrada: se define el tiempo de simulación, la altura y radio del dominio 

cilíndrico, el número de vesículas sinápticas y canales de Ca2+, el voltaje de 

despolarización y las propiedades cinéticas de los buffers y de la cinética de exocitosis. 

 Data: transforma los datos de entrada a cantidades microscópicas utilizadas en la 

simulación y establece las condiciones iniciales  

 Makegrid: realiza la discretización del dominio de la zona activa. 

 Chandis: genera una distribución aleatoria de los canales de Ca2+ y de las vesículas 

sinápticas. 

 Corre: acopla las vesículas sinápticas con los canales de Ca2+. 

 Districa: distribuye los iones Ca2+ y las moléculas del buffer en la primera capa del 

dominio. 

 Walk: implementa el algoritmo Random-Walk en 3D para la difusión de las partículas en 

cada compartimento del dominio. 

 Kinesec: implementa las reacciones cinéticas de los buffers y de la otoferlina en cada 

compartimento del dominio.  

 

2.1   Modelo del dominio de la zona activa 

 

Se modeló la zona activa como un dominio cilíndrico, tal como se propone en (Gil y Segura, 

2000) para terminales sinápticas.  Este dominio tiene un radio de 0.178 μm, como se reporta 

en (Roberts et al., 1990) para una zona activa y una altura de 0.4 μm, correspondiente al 

diámetro de una vesícula sináptica (Lenzi et al., 1999). El dominio está discretizado en 

compartimientos cúbicos de lado Δx, en los cuales los iones Ca2+ se pueden o no ligar a una 

molécula del buffer endógeno y exógeno siguiendo una cinética tipo enzimática, y se 

difunden de un compartimiento a otro. Así mismo, en la primera fila de compartimentos se 
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localizan las vesículas con su sensor otoferlina, el cual puede o no activarse por la presencia 

de iones Ca2+ (Figura 5). Estos procesos reactivo-difusivos se resuelven usando el método 

Monte Carlo, por lo cual se hace un seguimiento individual de cada partícula (ion Ca2+, canal, 

vesícula) presente en el dominio, lo que permite conocer los eventos discretos de secreción 

en cada paso de tiempo (Δt).   

 

Figura 5. Modelo geométrico de la zona activa. Dentro del dominio de la zona activa se incluyen modelos para 

la difusión de iones Ca2+, esquemas de unión cooperativo de iones Ca2+ para la fusión de las vesículas y un 

modelo para los canales de Ca2+ tipo L. 

 

Los principales elementos involucrados en la exocitosis rápida de glutamato en las IHCs 

son los canales de Ca2+ y las vesículas RRP. Estos elementos son representados en el modelo 

como elementos puntuales ubicados en la primera capa del dominio, la cual representa la 

membrana celular y son distribuidos aleatoriamente. Se asume que cada vesícula sináptica 

almacena un quanta de glutamato (Del Castillo y Katz, 1954). 
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2.2   Modelo del Canal de Ca2+  

 

El comportamiento de la corriente de muchos canales del mismo tipo se puede aproximar 

mediante una expresión matemática que incluya una conductancia promedio de cada canal 

y el número de canales activos. Al sumar la corriente unitaria de muchos canales del mismo 

tipo, se obtiene la corriente de células completas en el caso, de que sean los únicos canales 

presentes en la célula (Ochi, 1993). Por otro lado, las propiedades cinéticas de un canal iónico 

se pueden representar de forma estocástica mediante un modelo de tipo Markov; éste 

modelo se define en términos de las probabilidades de transición entre los estados que lo 

componen y supone que el estado presente está en función sólo del estado anterior 

inmediato (Ávila-Pozos et al., 2006).  

Se propone para los canales de Ca2+ tipo L un modelo tipo Markov de tres estados: abierto, 

cerrado e inactivo (Figura 6), siendo el estado abierto el único estado conductor, por lo tanto, 

la probabilidad de apertura se calcula en función del número de canales que alcanzan este 

estado. El modelo incluye los dos casos de inactivación que presentan este tipo de canales: 

la inactivación dependiente de voltaje y la inactivación dependiente de Ca2+ (Zamponi, 2005).  

 

 

Figura 6. Modelo de Markov de tres estados para un canal de Ca2+ tipo L de una IHC. Estados: abierto (A), 

cerrado (C) e inactivo (I). Velocidades de transición dependientes del tiempo: α, β, γ y ω. 

 

El sistema de ecuaciones diferenciales que describen la evolución en el tiempo de la 

probabilidad de que un canal se encuentre en un estado particular son: 
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𝑑𝑃𝐴
𝑑𝑡

= 𝛼𝑃𝐶 − 𝛽𝑃𝐴                                                         [2.1] 

𝑑𝑃𝐶
𝑑𝑡

= (𝛽𝑃𝐴 + 𝜔𝑃𝐼) − (𝛼 + 𝛾)𝑃𝐶                                             [2.2] 

𝑑𝑃𝐼
𝑑𝑡

= 𝛾𝑃𝐶 − 𝜔𝑃𝐼                                                           [2.3] 

La solución en estado estacionario proporciona la probabilidad de que cada uno de los 

canales pueda estar en uno de los tres estados PA, PC o PI. Estas ecuaciones se expresan en 

términos de las velocidades de transición: 

𝑃𝑋 = 𝛼𝜔 + 𝛾𝛽 + 𝛽𝜔                                                     [2.4] 

𝑃𝐴 =
𝛼𝜔

𝑃𝑋
                                                                  [2.5] 

𝑃𝐶 =
𝛽𝜔

𝑃𝑋
                                                                 [2.6] 

𝑃𝐼 = 1 − (𝑃𝐶 + 𝑃𝐴)                                                       [2.7] 

𝑃𝐴 + 𝑃𝐶 + 𝑃𝐼 = 1                                                         [2.8] 

 

Es importante notar que: α y β son la activación e inactivación dependientes de voltaje, γ 

representa la inactivación dependiente de la concentración de Ca2+ y ω representa la 

recuperación de la inactivación de Ca2+. 

𝛼 = 0.7161 𝑒𝑥𝑝 [ 0.1183 (𝑉𝑚 − 32)]                                        [2.9] 

𝛽 = 0.000364 𝑒𝑥𝑝 [ − 0.0385 (𝑉𝑚 − 32)]                                [2.10] 

𝛾 =   2.4798[𝐶𝑎𝑖 𝐶𝑎𝑜⁄ ]                                                      [2.11] 

𝜔 = 0.302                                                                  [2.12]       
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donde Vm es el potencial de membrana específico de la IHC, Cai es la concentración de calcio 

presente dentro del dominio y Ca0 la concentración de calcio externa.   

La estimación de la corriente unitaria de los canales de Ca2+ tipo L así como la estimación 

de las velocidades de transición se realizó utilizando un algoritmo Monte Carlo que busca el 

conjunto de parámetros que se ajusten con un error mínimo a una curva Corriente-Voltaje 

(curva IV) experimental obtenida en IHCs de ratón (Brandt et al., 2005). Se tomó como 

valores de inicio las velocidades de transición y la corriente unitaria reportadas en (González-

Vélez, 2011) para canales de Ca2+ tipo L en Cáliz de Held.  

El algoritmo desarrollado (Figura 7) sigue la siguiente secuencia: 

1) Calcula el número de ensayos en función del número de parámetros a determinar. 

2) Se usan pulsos despolarizantes como entrada del algoritmo (Vm). 

1) Se ajusta el modelo y se cambian los parámetros a determinar (corriente unitaria y 

velocidades de transición) partiendo de los valores iniciales.  

2) Se estima el número de canales abiertos para cada Δt [Ecuaciones 2.1-2.3]. Se supone 

que todos los canales están cerrados como condición inicial.  

3) La corriente total se calcula multiplicando la corriente unitaria por la población de 

canales abiertos para cada Δt. Se genera la curva Corriente-Tiempo. 

4) Se obtiene la máxima corriente para cada voltaje y se genera la curva IV. 

5) Mediante el método de mínimos cuadrados [Ecuación 2.13], se comparan las corrientes 

máximas simuladas con las experimentales (Brandt et al., 2005) y se da el conjunto de 

parámetros que generan el error mínimo. 

𝑒𝑟𝑟𝑜𝑟 =∑[𝐼𝑒𝑥𝑝(𝑉𝑚) − 𝐼𝑖(𝑉𝑚)]
2
                                            [2.13]

𝑛

𝑖

 

donde Vm es el potencial de membrana específico de la IHC, Iexp es la corriente de Ca2+ 

obtenida en estudios experimentales, Ii es la corriente obtenida en la simulación.   
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Figura 7. Diagrama de flujo del algoritmo del canal de Ca2+. 
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2.3   Modelo de difusión de Ca2+ 

 

En una célula, se sabe que gran cantidad de los iones Ca2+ que entran del exterior son 

amortiguados por proteínas específicas denominadas buffers de Ca2+, por lo que el proceso 

difusivo de este ion al interior celular debe modelarse como una difusión amortiguada (Sala 

y Hernández-Cruz, 1990). En este trabajo se considera que los iones Ca2+ y las moléculas del 

buffer se mueven de un compartimiento a otro por acción de la difusión. El algoritmo 

Random-Walk 3D empleado, es el previamente reportado en (Gil y Segura, 2000), el cual 

define una relación entre la resolución temporal Δt y la discretización espacial Δx, dada por:  

∆𝑡 =
(∆𝑥)2

4𝐷𝐶𝑎
⁄                                                          [2.14]                                                           

donde DCa es el coeficiente de difusión de los iones Ca2+ en un medio como el interior celular 

(Allbritton et al., 1992). Esta relación implica que al reducir Δx, es decir al incrementar la 

resolución espacial de micras a nanómetros, por ejemplo, el paso de tiempo se incrementa 

de forma cuadrática y, por lo tanto, el trabajo computacional para resolver los modelos 

también se incrementa. 

 

La parte de amortiguamiento del ion Ca2+ se modela como la probabilidad de unión de 

iones Ca2+ a: 

 Buffer endógeno: para IHC se usa un modelo de la proteína Calbindina, reportada como 

una proteína intracelular afín al Ca2+ en (Wittig y Parsons, 2008).  

 Buffer exógeno: se empleó el EGTA, que es un amortiguador exógeno empleado en 

protocolos experimentales para registrar la dinámica del calcio intracelular (Beutner et 

al., 2001). 
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El proceso reactivo de amortiguamiento se modela asumiendo que es una reacción 

cinética de primer orden: 

𝐵 + 𝐶𝑎 

𝑘𝑜𝑛
→ 

𝑘𝑜𝑓𝑓
←    𝐵𝐶𝑎                                                           [2.15] 

donde B representa la molécula de buffer libre, BCa es la molécula de buffer unido a un ion 

Ca2+, kon y koff son la velocidad de unión y desunión de la reacción respectivamente.  

 

Al considerar dos buffers, el sistema de ecuaciones diferenciales que describen las 

reacciones cinéticas correspondientes, son: 

𝑑[𝐶𝑎]

𝑑𝑡
=∑(𝑘𝑖𝑜𝑓𝑓[𝐵𝑖𝐶𝑎] − 𝑘𝑖𝑜𝑛[𝐵𝑖][𝐶𝑎])

𝑖

                                  [2.16] 

∑
𝑑[𝐵𝑖]

𝑑𝑡
𝑖

=
𝑑[𝐶𝑎]

𝑑𝑡
                                                    [2.17] 

𝑑[𝐵𝑖𝐶𝑎]

𝑑𝑡
= −

𝑑[𝐵𝑖]

𝑑𝑡
                                                   [2.18] 

 

donde [Ca] es la concentración de Ca2+ libre al tiempo t, ki
on y ki

off son las velocidades de 

unión y desunión para el buffer i, y [Bi] es la concentración del buffer i al tiempo t. 
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2.5    Modelo de secreción 
 

Se modeló la exocitosis de las vesículas RRP, sin tomar en cuenta el reciclaje de las 

vesículas fusionadas. Se utilizó el modelo cinético propuesto en (Beutner et al., 2001) para 

el sensor otoferlina observado en IHCs de ratón (Figura 8). Es un modelo cooperativo y 

considera que con la unión de cinco iones Ca2+ a la otoferlina se procede a la fusión 

irreversible de la vesícula. Las transiciones entre estados son controladas por las velocidades 

γ, Kon y Koff, las cuales son la velocidad de fusión, de activación y de desactivación, 

respectivamente. Tanto Kon y Koff muestran cooperatividad, es decir, las velocidades 

aumentan conforme se lleva a cabo la unión de cada ion Ca2+. 

 

Figura 8. Modelo cinético de la otoferlina en IHC. Donde Bi son los estados de la vesícula con i iones Ca2+, b es 

el factor de cooperatividad. γ, Kon y Koff, son la velocidad de fusión, de activación y de desactivación, 

respectivamente. 

El sistema de ecuaciones diferenciales que describen la evolución en el tiempo de la 

probabilidad de que un ion Ca2+ se una a la otoferlina y posteriormente, ocurra la fusión de 

la vesícula es: 

𝑑𝑃𝐵0
𝑑𝑡

= 𝑘𝑜𝑓𝑓𝑃𝐵1 − 5𝑘𝑜𝑛 𝑃𝐵0 𝐶𝑎2+                                        [2.19] 

𝑑𝑃𝐵1
𝑑𝑡

= (5𝑘𝑜𝑛 𝑃𝐵0 𝐶𝑎2+ + 2𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏𝑃𝐵2) − (𝑘𝑜𝑓𝑓 𝑃𝐵1 + 4𝑘𝑜𝑛 𝑃𝐵1 𝐶𝑎2+)               [2.20] 

𝑑𝑃𝐵2
𝑑𝑡

= (4𝑘𝑜𝑛 𝑃𝐵1 𝐶𝑎2+ + 3𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏
2𝑃𝐵3) − (2𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏 𝑃𝐵2 + 3𝑘𝑜𝑛 𝑃𝐵2𝐶𝑎2+)         [2.21] 

𝑑𝑃𝐵3
𝑑𝑡

= (3𝑘𝑜𝑛 𝑃𝐵2 𝐶𝑎2+ + 4𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏
3𝑃𝐵4) − (3𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏

2𝑃𝐵3 + 2𝑘𝑜𝑛 𝑃𝐵3𝐶𝑎2+)         [2.22] 

𝑩𝟎 

𝐶𝑎2+ .
         5𝑘𝑜𝑛
→      

  1𝑘𝑜𝑓𝑓 𝑏
0

←      
 𝑩𝟏 

𝐶𝑎2+ .
         4𝑘𝑜𝑛
→      

  2𝑘𝑜𝑓𝑓 𝑏
1

←      
  𝑩𝟐 

𝐶𝑎2+ .
         3𝑘𝑜𝑛
→      

  3𝑘𝑜𝑓𝑓 𝑏
2

←      
 𝑩𝟑 

𝐶𝑎2+ .
         2𝑘𝑜𝑛
→      

  4𝑘𝑜𝑓𝑓 𝑏
3

←      
.

 𝑩𝟒 

𝐶𝑎2+ .
         𝑘𝑜𝑛
→     

  5𝑘𝑜𝑓𝑓 𝑏
4

←      
 𝑩𝟓

      𝜸      
→    𝑭𝒖𝒔𝒊ó𝒏 
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𝑑𝑃𝐵4
𝑑𝑡

= (2𝑘𝑜𝑛 𝑃𝐵3 𝐶𝑎2+ + 5𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏
4𝑃𝐵5) − (4𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏

3𝑃𝐵4 + 𝑘𝑜𝑛𝑃𝐵4 𝐶𝑎2+)            [2.23] 

𝑑𝑃𝐵5
𝑑𝑡

= 𝑘𝑜𝑛 𝑃𝐵4 𝐶𝑎2+ − (5𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏
4 + 𝛾)𝑃𝐵5                                 [2.24] 

𝑑𝑃𝐹𝑢𝑠𝑖ó𝑛
𝑑𝑡

= 𝛾𝑃𝐵5                                                          [2.25] 

 

El modelo cinético de la Figura 8 se resuelve usando un algoritmo Monte Carlo, dividido 

en dos etapas: 1) La unión de iones Ca2+ y 2) La fusión de la vesícula. En ambas etapas se 

empleó una matriz de probabilidad de transición Q, donde cada elemento de la matriz Qij 

(filas i, columnas j) representa la probabilidad de que la vesícula pase del estado j al i en cada 

paso de tiempo Δt y un vector de estados en transición PB en la cual todos sus valores son 

cero excepto uno, que simboliza el estado actual de la vesícula, solo un estado es posible 

para cada paso de tiempo. 

 𝑃𝐵⃗⃗⃗⃗ (𝑡 + ∆𝑡) = 𝑄(𝑡) 𝑃𝐵⃗⃗⃗⃗ (𝑡)                                                    [2.26] 

Para la primera etapa, se modeló la unión de los iones Ca2+ al sensor. Donde PB1 es un 

vector de seis estados; en el caso de que no se ha unido ningún ion Ca2+ se tiene                       

𝑃𝐵1⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗  = [1, 0, 0, 0, 0, 0], la unión de un ion Ca2+ a la otoferlina provocará la ocupación del 

estado siguiente  𝑃𝐵1⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗  = [0, 1, 0, 0, 0, 0].  

 

 

 

𝑄1(𝑡) = 

𝐷0 𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏
0∆𝑡 0 0 0 0 

        

[2.27] 

5𝑘𝑜𝑛∆𝑡[𝐶𝑎
2+] 𝐷1 2𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏∆𝑡 0 0 0 

0 4𝑘𝑜𝑛∆𝑡[𝐶𝑎
2+] 𝐷2 3𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏

2∆𝑡 0 0 

0 0 3𝑘𝑜𝑛∆𝑡[𝐶𝑎
2+] 𝐷3 4𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏

3∆𝑡 0 

0 0 0 2𝑘𝑜𝑛∆𝑡[𝐶𝑎
2+] 𝐷4 5𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏

4∆𝑡 

0 0 0 0 𝑘𝑜𝑛∆𝑡[𝐶𝑎
2+] 𝐷5 
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𝐷0 = 1 − 5𝑘𝑜𝑛[𝐶𝑎
2+]∆𝑡                                                  [2.28] 

𝐷1 = 1 − 4𝑘𝑜𝑛[𝐶𝑎
2+]∆𝑡 − 𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏

0∆𝑡                                     [2.29] 

𝐷2 = 1 − 3𝑘𝑜𝑛[𝐶𝑎
2+]∆𝑡 − 2𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏 ∆𝑡                                     [2.30] 

𝐷3 = 1 − 2𝑘𝑜𝑛[𝐶𝑎
2+]∆𝑡 − 3𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏

2∆𝑡                                    [2.31] 

𝐷4 = 1 − 𝑘𝑜𝑛[𝐶𝑎
2+]∆𝑡 − 4𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏

3∆𝑡                                     [2.32] 

𝐷5 = 1 − 5𝑘𝑜𝑓𝑓𝑏
4∆𝑡                                                      [2.33] 

 

En la segunda etapa, se modela la probabilidad de que la vesícula se fusione o no. En esta 

etapa PB2 es un vector de dos estados, en donde  𝑃𝐵2⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗  = [1, 0] representa a la otoferlina unida 

a los cinco iones Ca2+, esto no garantiza la fusión de la vesícula, ya que si un ion Ca2+ se separa 

del sensor antes de completar la fusión, la vesícula regresa al estado inicial                                 

𝑃𝐵1⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗  = [1, 0, 0, 0, 0, 0]. Al fusionarse la vesícula se tiene 𝑃𝐵2⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗  = [0, 1]. 

𝑄2(𝑡) = (
1 − 𝛾∆𝑡 0
𝛾∆𝑡 1

)                                                        [2.34] 

 

Cada evento de fusión de una vesícula, se contabiliza como un evento de secreción; se 

calcula la secreción dinámica (número de eventos de secreción en cada paso de tiempo) y la 

acumulada (total de eventos acumulados a lo largo del tiempo).  
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Figura 9. Diagrama de flujo del algoritmo del modelo de secreción. 
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Tabla 1. Parámetros empleados en las simulaciones de secreción. 

PARÁMETRO VALOR REFERENCIA 

DATOS TEMPORALES Y ESPACIALES 
Resolución espacial 10 nm  
Resolución temporal 0.01 μs  
Tiempo de simulación 8 ms  

Tipo de dominio Cilíndrico (Gil y Segura, 2000) 
Zonas activas en IHC 10-30 (Zampini et al., 2010) 

ZONA ACTIVA 
Radio de la base  0.178 μm (Roberts et al., 1990) 
Altura  0.4 μm (Lenzi et al., 1999) 
Número de canales 90 (Roberts et al., 1990) 
Número de vesículas 32 (Lenzi et al., 1999) 
Distribución de canales Aleatorio/ Acoplado Test 
Concentración de Ca²⁺  5 μM (Roberts et al., 1990) 
Coeficiente de difusión de Ca²⁺                           220 μm2s-1 (Allbritton et al., 1992) 

ESQUEMA DE FUSIÓN DE VESÍCULAS  
Número de sitios de unión 5 (Roux et al., 2006) 
Cooperativo  (Beutner et al., 2001) 
Factor de cooperatividad b=0.4, 
Kon    Kon =27.6 μM-1s-1 
Koff   Koff = 2150 s-1 
Velocidad de fusión  γ= 1695 s-1 

CANAL DE Ca²⁺ TIPO L   
Velocidades de transición (ms¯¹) Calculadas 
             α                                             α = 0.7161 exp [ 0.1183 (Vm − 32)] 
             Β                                       β = 0.000364 exp [ − 0.0385 (Vm − 32)] 
             γ                                                   γ = 2.4798 [Cai Cao⁄ ] 
            ω                                                                ω = 0.302  

BUFFER ENDÓGENO  (Wittig y Parsons, 2008) 
Coeficiente de difusión 32 μm2s-1  
Concentración 4.8 mM  
Kon 100 μM-1s-1  
Constante de disociación  1.5 μM  

BUFFER EXÓGENO   
EGTA   
Coeficiente de difusión 113 μm2s-1 (Tsien, 1980) 
Concentración 1 mM (Beutner et al., 2001) 
Kon 2.5 μM-1s-1 (Naraghi y Neher, 1997) 
Constante de disociación  0.18 μM (Naraghi y Neher, 1997) 
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CAPÍTULO 3 

SIMULACIONES 

 

 

Las simulaciones mostradas en éste capítulo, muestran la capacidad del modelo 

desarrollado, el cual incluye los modelos matemáticos explicados en el capítulo anterior. La 

implementación de estos se hizo en GFortran para Linux y en Matlab versión R2016b para 

Windows. Los valores de los parámetros utilizados se muestran en la Tabla 1. El algoritmo se 

ejecutó de acuerdo con la siguiente secuencia: 

 Pre simulación  

Las moléculas de buffer dadas por las condiciones de equilibrio son distribuidas aleatoria 

y uniformemente en el dominio del cilindro. 

Los canales de Ca2+ y las vesículas sinápticas son distribuidas aleatoria y uniformemente 

o bajo una configuración establecida en la base del dominio. 

 Simulación  

Las siguientes acciones se repiten para cada paso de la simulación hasta su final en éste 

orden: entrada de iones Ca2+ acorde al modelo de los canales de Ca2+ tipo L; cálculo de 

las reacciones cinéticas de la unión de los iones Ca2+ con los buffers o con la otoferlina; 

difusión de los iones Ca2+ y las moléculas de buffer; evaluación de un posible evento de 

secreción.  
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Los resultados obtenidos son las gráficas IV y el número total de eventos de secreción 

bajo diversas variables en cada paso de tiempo; estos son representados como el valor de la 

media ± una desviación estándar (SD). En todos los escenarios se realizaron 100 simulaciones 

para generar el valor de la media.  

Las simulaciones mostradas en éste capítulo fueron realizadas para:  

 Validar los modelos propuestos. 

 Probar la efectividad del modelo del canal de Ca2+ tipo L para reproducir observaciones 

experimentales. 

 Estudiar la dinámica de secreción en una zona activa de IHC en función del porcentaje de 

vesícula sinápticas y de la presencia de micro y nanodomios de Ca2+.  

 

 

3.1   Simulaciones de corriente de Ca2+ 

 

En una primera instancia, se estimaron las velocidades de transición de cada uno de los 

estados de los canales de Ca2+; se observó que la dependencia de voltaje en los canales, 

representado por la velocidad de transición α, es un parámetro clave para poder reproducir 

el comportamiento de estos canales con base en datos experimentales (Figura 10). 

Se simularon las corrientes de Ca2+ presinápticas en una IHC causadas por la apertura de 

los canales de Ca2+ tipo L, inducidas por la despolarización de un pulso de 4 ms. Se empleó 

un Δt de 1 μs, una concentración interna de calcio de 0.1 μΜ, un potencial basal de -70 mV, 

voltajes de despolarización de -60 a 40 mV con pasos de 5 mV y sin la presencia de BayK8644, 

un agonista de dihidropiridina empleado en estudios experimentales para elevar el tiempo 

promedio de apertura de los canales de Ca2+.  
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Figura 10.Estimación de la velocidad de transición α. 

 

Para cada paso de tiempo se determinó el número total de canales de Ca2+ en cada uno 

de los estados: abierto, cerrado o inactivo (Figura 11). En la Figura 12 se observan corrientes 

de Ca2+ para pulsos de despolarización a -26, -11 y 19 mV. A partir de estas corrientes se 

construyó la curva intensidad-voltaje (IV) en estado estacionario bajo condiciones 

fisiológicas (Figura 13). Los resultados obtenidos se validaron con datos experimentales 

reportados en IHCs de ratón (Brant et al., 2005; Johnson et al., 2005).  

 

Se empleó un potencial basal de -70 mV (Brant et al., 2005) debido a su gran parecido con 

un potencial fisiológico, ya que la despolarización a partir de este punto produce un aumento 

gradual y una disminución lenta de la corriente de Ca2+, lo que permite detectar la activación 

rápida de los canales de Ca+2 tipo L. Se obtuvo la corriente máxima aproximadamente a -15 

mV (Figura 14) con un porcentaje promedio del 50% de canales abiertos simultáneamente 

(Figura 12B) y se observa (Figura 12) que la mayoría de los canales están activos. Tanto la 

corriente máxima como la casi nula existencia de canales inactivos son características 
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observadas en estudios experimentales en los canales de Ca2+ tipo L en IHC (Platzer et al., 

2000; Spassova et al., 2001; Brandt et al., 2005). En estudios experimentales en IHCs, se ha 

obtenido en promedio un 40% de canales de Ca2+ abiertos simultáneamente (Brandt et al., 

2005), menor al porcentaje obtenido en las simulaciones; esto puede deberse a que las 

mediciones se realizaron a una temperatura menor a la fisiológica (20-25°C) y se sabe que 

las altas temperaturas incrementan la probabilidad de apertura de los canales de Ca2+ 

(Jonhson et al., 2005). El algoritmo diseñado no toma en cuenta el efecto de la temperatura.  

 

 

 

A) B) 

 

Figura 11. Porcentaje de canales de Ca2+ inactivos (●), abiertos (●) y cerrados (●) en una zona activa de una 

IHC. Se emplearon voltajes de -40 mV (A) y -15 mV (B).  
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Figura 12. Ejemplo de corrientes de despolarización en canales de Ca2+ tipo L. Se emplearon voltajes de -26 (●), 

-11 (●) y 19 (●) mV. 

 

 

 

Figura 13. Relación Intensidad-voltaje del modelo para el canal de Ca2+ tipo L en una IHC. Se obtiene la corriente 

máxima para voltajes de membrana entre -20 y -10 mV. La corriente está normalizada al máximo. Los datos se 

presentan como la media ± SD. 
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3.2   Dinámicas de secreción 

 

La Figura 14 muestra las dinámicas de iones Ca2+ entrantes y de eventos de secreción que 

se producen en una zona activa de una IHC en respuesta a cinco pulsos despolarizantes de 

diferentes amplitudes. Esta metodología de simulación trata de reproducir lo que sucede 

realmente en la cóclea: un sonido genera movimiento de los estereocilios de una IHC lo cual 

a su vez provoca la despolarización de la célula. Se observa, que el flujo entrante de iones 

Ca2+ a la célula es máximo ante el pulso de intensidad media (gráficas del centro), mientras 

que es mínimo cuando la despolarización es muy intensa (gráficas de la extrema derecha) o 

muy débil (gráficas de la extrema izquierda). Esto es efecto de la inactivación dependiente 

de voltaje aunado a la inactivación por Ca2+ que presentan los canales tipo L (Zampini et al., 

2010), ambos mecanismos incrementan de manera no lineal la efectividad con que los 

canales se cierran ante estímulos intensos. El modelo desarrollado, permite vislumbrar la 

capacidad de las células de modular la eficiencia de su respuesta de acuerdo a diferentes 

umbrales: si el estímulo es muy débil (subumbral) genera respuestas débiles por falta de 

señales de disparo; si es mayor (supraumbral), la respuesta es intensa, rápida y eficiente; y 

si es muy intenso, la respuesta se inhibe por protección. 

En la Figura 15, se simularon las secreciones dinámicas y acumuladas en respuesta a 

estímulos de diferentes duraciones; estas simulaciones pretenden mostrar la modulación en 

frecuencia de las IHCs. En conjunto, las Figuras 15 y 16 destacan la modulación de la 

respuesta de la IHC, en cantidad y en temporalidad, en función de la intensidad (Figura 14) y 

de la duración (Figura 15) del estímulo. Por otro lado, las secreciones acumuladas de cada 

una de estas figuras permiten observar el efecto de la cooperatividad positiva o negativa del 

Ca2+ en la respuesta de la IHC. Nótese, que la secreción máxima se obtiene a unos cuantos 

milisegundos de que el estímulo (pulso de voltaje) inicie, lo cual indica que la respuesta de 

estas células está en una escala temporal de milisegundos. 
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Figura 14. Dinámicas de Ca2+ y secreción en respuesta a pulsos de diferentes intensidades, con duración fija de 

50 ms. Se muestra el flujo de Ca2+ (primera fila), eventos de secreción (segunda fila) y secreción acumulada 

(tercera fila), para cinco pulsos despolarizantes con amplitud de 40, 45, 65, 90 y 100 mV (de izquierda a 

derecha). El flujo de Ca2+ y la secreción acumulada se normalizaron con el máximo. 
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Figura 15. Dinámicas de Ca2+ y secreción para pulsos despolarizantes con amplitud de 65 mV en respuesta a 

diferentes duraciones. Se muestra el flujo de Ca2+ (primera fila), eventos de secreción (segunda fila) y secreción 

acumulada (tercera fila), para cinco pulsos con duraciones de 5, 10, 20, 40 y 80 ms (de izquierda a derecha). El 

flujo de Ca2+ y la secreción acumulada se normalizaron al máximo. 

 

 

La máxima secreción en una zona activa se obtuvo para un voltaje de -15 mV (Figura 16B), 

el cual concuerda con la máxima corriente de iones Ca2+ (Figura 16A), esto coincide con lo 

observado en registros de la sinapsis IHC-nervio auditivo, donde se sugieren que la tasa de 

fusión de vesículas es proporcional a la concentración de Ca2+ intracelular (Moser et al., 

2013). 
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A continuación, se simulo la función de transferencia (Figura 16C), que define la relación 

entre la entrada de Ca2+ y la tasa de exocitosis sináptica, la cual presenta una relación no 

lineal (exponencial) en IHCs inmaduras (IHCs menores a 15 días postnatal P15), lo que indica 

la participación de una alta cooperatividad de Ca2+ en el proceso de exocitosis. Está función 

cambia durante la maduración de la IHC, de una relación no lineal en IHCs inmaduras a una 

relación lineal en IHCs maduras, como se discute en (Safieddine et al., 2012). 

 

 

Figura 16. Dependencia de Ca2+ en la exocitosis en IHC. A) Corriente promedio de Ca2+, B) Secreción acumulada, 

C) Función de transferencia en una zona activa de IHC. Secreción acumulada se normalizó al máximo. Los datos 

se presentan como la media ± SD. 

 

A) 

 

B) 

 

C) 
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La sinapsis IHC-Nervio auditivo es altamente especializada en la codificación del sonido 

con la máxima precisión temporal. Cuando llegan a aparecer sinaptopatías auditivas, se 

afecta la capacidad auditiva de sonidos en diversos grados, afectando la codificación neural 

de señales acústicas temporales, esenciales para la comprensión del habla. Las sinaptopatías 

auditivas genéticas incluyen alteraciones en la concentración de glutamato en las vesículas 

sinápticas, el flujo sináptico de iones Ca2+ y en la endocitosis de las vesículas sinápticas 

(Moser et al., 2013). Alteraciones en la endocitosis pueden ser simuladas con nuestro 

modelo, si se varia el porcentaje de vesículas RRP iniciales, listas para fusionarse. Este 

escenario se muestra en la (Figura 17) donde se observa, que la máxima secreción es 

proporcional al número de vesículas RRP disponibles.   

 

 

 

Figura 17. Relación secreción acumulada-voltaje empleando distintos porcentajes de vesículas. Secreción 

acumulada se normalizo al máximo.   
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La Figura 17, también puede representar alteraciones en la concentración de 

glutamato en las vesículas sinápticas. Se considera que cada vesícula contiene un quanta de 

glutamato, es decir, una vesícula en condiciones normales presentará un 100% del quanta, 

sí hubiera alguna sinaptopatía genética que alterara la cantidad de glutamato contenida en 

cada vesícula, el porcentaje de secreción para un voltaje de despolarización dado cambiaría, 

lo cual también puede simularse con nuestro modelo 

Los potenciales evocados auditivos del tallo cerebral (PEATC) representan la respuesta del 

sistema nervioso central ante un estímulo acústico detectado en los primeros 12 

milisegundos (ms) posteriores al inicio del estímulo. Se suelen considerar las cinco primeras 

ondas (I, II, III, IV y V) que son constantes en todos los sujetos normales y reflejan la función 

del nervio auditivo y de la vía auditiva a lo largo del tronco cerebral. Los PEATC pueden 

identificar y localizar patologías auditivas, alteraciones sensoriales y la presencia de 

problemas en el sistema nervioso central. La onda I se produce tras la activación de las IHCs 

y el nervio auditivo, y puede ser modificada por múltiples factores aún desconocidos 

(Guerreiro y Ehrenberg, 1982). 

Michalski et al., (2017) muestra un estudio de la sensibilidad de la secreción al Ca2+ 

intracelular, para lo cual emplea ratones mutados en el dominio C2C de la otoferlina con el 

fin de reducir la afinidad de unión a iones Ca2+. Se observó que la estructura del cuerpo 

sináptico, las corrientes sinápticas de Ca2+ y la distribución de las vesículas RRP no se vieron 

afectadas en estos ratones, pero se redujo la amplitud de la onda I del PEATC. En estos 

estudios la secreción acumulada disminuye aproximadamente un 50% para potenciales 

cercanos a la máxima secreción. Éste comportamiento se modeló disminuyendo 

drásticamente la constante de afinidad Kon en una de las transiciones del modelo cinético de 

la otoferlina (Figura 18), con la finalidad de reproducir la baja afinidad de Ca2+ de un sitio de 

unión específico en la otoferlina (Figura 9).   
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Figura 18. Efecto de la otoferlina en la secreción. Vesículas sinápticas con la otoferlina en condiciones normales 

(●) y con la otoferlina con uno de sus sitios de unión con una menor afinidad a Ca2+ (●). Secreción acumulada 

se normalizó al máximo. Los datos se presentan como la media ± SD. 

 

 

 

3.3 Predicciones de secreción: micro y nanodominios de Ca2+ 

 

La distribución de los canales de Ca2+ y las vesículas sinápticas en la zona activa de la IHC 

es uno de los factores que afecta la exocitosis, ya que esta depende adicionalmente de las 

vesículas sinápticas disponibles, el número de canales de Ca2+, la distribución y la 

probabilidad de apertura de estos (establecidas por el estímulo y la probabilidad de apertura 

máxima), la corriente de iones Ca2+ (establecido por la corriente del canal y los buffers en el 

citosol), y la sensibilidad al Ca2+ del sensor de Ca2+. Estas observaciones han sido discutidas y 

relacionadas con la existencia de microdominios y nanodominios de Ca2+ en las IHCs (Moser 

et al., 2013; Brandt et al., 2005; Roberts, 1994). 
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Para observar el efecto de la distribución de los canales de Ca2+ y las vesículas en la 

secreción del glutamato, se realizaron simulaciones empleando dos distribuciones de las 

vesículas con respecto a los canales de Ca2+: 

 Una configuración donde las vesículas están distribuidas aleatoria y uniformemente 

(Figura 19A), en donde se observa la generación de microdominios de Ca2+. 

 Una configuración donde las vesículas están acopladas a los canales de Ca2+, esto con el 

fin de simular un nanodominio de Ca2+ (Figura 19B).   

 

A)                                                                                      B) 

    

Figura 19. Distribución de canales de Ca2+ (●) y vesículas (●) en la zona activa. Se emplearon dos configuraciones 

espaciales de las vesículas: Aleatoria y uniforme (A) y Acoplada a los canales de Ca2+ (B). 

 

En las Figuras 20 y 21 se observa que la secreción cambia drásticamente al emplear estas 

dos diferentes distribuciones ya que se obtiene aproximadamente un 20% más de secreción 

para potenciales cercanos a la máxima secreción cuando hay acoplamiento (cercanía) entre 

canales y vesículas. Según Moser et al., (2006) un control de la exocitosis de Ca2+ en un 

nanodominio daría lugar a una alta concentración de iones Ca2+ en el sitio de liberación de la 
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vesícula, lo que garantizaría una rápida exocitosis después de la activación del canal. Con 

esto se reduciría el tiempo necesario para la exocitosis de una vesícula y haría que la 

regulación del canal de Ca2+ sea el parámetro clave para definir la respuesta temporal de la 

sinapsis. Esto es particularmente interesante de estudiar ya que está asociado a la 

generación de señales en el trayecto auditivo para estímulos breves o de intensidad baja. Sin 

embargo, las técnicas experimentales no permiten hacerlo directamente, por lo que una 

herramienta computacional como el modeló desarrollado en esta tesis, es especialmente 

útil. 

 

 

 

Figura 20. Relación Secreción acumulada-Tiempo para un voltaje de membrana de -15 mV para dos 

configuraciones espaciales. Se empleó una distribución de las vesículas sinápticas aleatoria (●) y acopladas (●). 

Secreción acumulada se normalizó al máximo.   
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Figura 21. Relación Secreción acumulada-voltaje para dos configuraciones espaciales. Se empleó una 

distribución de las vesículas sinápticas aleatoria (●) y acopladas (●). Secreción acumulada se normalizó al 

máximo. Los datos se presentan como la media ± SD. 
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CAPÍTULO 4 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

 

 

La codificación de sonido implica varias etapas de procesamiento a lo largo de la vía 

auditiva. Específicamente las IHCs, actúan como receptores sensoriales y transducen 

información acústica –frecuencia, intensidad y duración del estímulo- en señales neuronales.  

Su estudio es importante para detectar patologías auditivas asociadas a IHC. 

Se implementó un modelo estocástico para modelar un proceso biológico visto desde el 

enfoque de Ingeniería de Procesos, utilizando conocimientos y herramientas de esta 

disciplina para lograr una mayor comprensión de la sinapsis IHC-Nervio auditivo, en 

específico, el proceso de exocitosis de vesículas RRP, un proceso complicado de estudiar 

experimentalmente debido a que los protocolos experimentales actuales no proporcionan 

una resolución temporal adecuada, en el orden de milisegundos. 

El modelo desarrollado se puede emplear para simular el cómo las mutaciones en la 

otoferlina, las alteraciones en la endocitosis o en la concentración de glutamato de las 

vesículas RRP, afectan la secreción de glutamato; ya que incluye modelos específicos para 

cada uno de los principales mecanismos intracelulares involucrados con la secreción rápida. 
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El modelo presentado permite predecir el tipo de dominio de Ca2+ que podría formarse 

durante la estimulación auditiva. Esto ajustando la distribución de las vesículas RRP 

dependiendo de la secreción observada experimentalmente, ya que empleando una 

configuración de nanodominios se obtuvo un 20% más de secreción. 

Un trabajo a futuro, sería unir tanto la etapa presináptica con la postsináptica para 

estudiar en conjunto los mecanismos intracelulares involucrados en la primera sinapsis del 

trayecto auditivo bajo diferentes estímulos.  
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Glosario 

 

Acufeno: percepción de ruido en los oídos o en la cabeza sin que exista una fuente exterior 

de sonido y sin que se registre una actividad vibratoria coclear, fenómeno que se produce 

ante un ruido exterior. 

Célula ciliada interna IHC (Inner Hair Cell): células sensoriales del oído que constituyen la 

etapa presináptica de la primera sinapsis del trayecto auditivo. 

Dominio: término para designar una región espacial dentro de la membrana, 

independientemente del tamaño o la morfología. 

Vesículas de fase rápida RRP (Ready Releasable Pool): pequeño grupo de vesículas 

adosadas a la membrana plasmática debajo del cuerpo sináptico –zona activa- que se 

liberan más fácil y rápidamente que otras vesículas.  

Médicamento ototóxico: medicamento con potencial de causar lesiones reversibles o 

permanentes en las estructuras del oído interno y el nervio auditivo. 

Microdominio: es el dominio que se produce por la entrada de iones Ca2+ cuando varios 

canales de Ca2+ en la membrana plasmática se abren. 

Nanodominio: es el dominio que se produce por la entrada de iones Ca2+ cuando un solo 

canal de Ca2+ en la membrana plasmática se abre. 

Otoferlina: proteína de membrana que ha sido propuesta como el sensor de Ca2+ en las 

vesículas sinápticas en la exocitosis en IHCs. Para que ocurra un evento de secreción, se 

requiere la unión de cinco iones Ca2+ a la otoferlina. 
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Técnica de Patch-Clamp: técnica que permite caracterizar las propiedades biofísicas de los 

canales iónicos. Los registros electrofisiológicos se obtienen al posicionar un 

microelectrodo sobre la membrana de la célula de interés y se aplica una ligera succión 

que permite formar un sello de alta resistencia entre la punta del microelectrodo y la 

membrana celular. 

Zona activa: área donde se lleva a cabo la exocitosis del neurotransmisor y la IHC está 

conectada con una terminación aferente. En la simulación esta área está representada 

como un dominio cilíndrico mapeado en una cuadrícula 3D con compartimientos cúbicos, 

en los cuales los iones Ca2+ se ligan a una molécula del buffer endógeno y exógeno y se 

difunden de un compartimiento a otro. Los canales de Ca2+ y las vesículas adosadas a la 

membrana plasmática, son representados como elementos puntuales ubicados en la 

primera capa del dominio, la cual representa la membrana celular. 


