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Resumen

En el presente trabajo se model6 y simulé el transporte iénico a través de la membrana,
se asume una célula aislada a la cual se le hace un corte transversal con una altura
de 5 A. Para desarrollar este trabajo se llevaron a cabo dos etapas, para la realiza-
cion del modelo empleando métodos estocasticos para describir el transporte idnico a
través de la membrana y la implementacion del modelo. En la primera parte se con-
sideraron las condiciones de una célula tales como: concentracién ioénica intracelular y
extracelular, dimensiones del radio intracelular y radio celular, cinco especies i6nicas
K*, Cl=, Nat, Mg*t y Ca®" y la condicién de que los iones deben estar altamen-
te diluidos en el medio extracelular y en el medio intracelular. En la segunda parte,
se incluyo el efecto del campo magnético en el modelo para determinar el efecto que
tiene en el transporte iénico en la célula. Para generar el campo magnético al cual
se sometio la célula se considerd una configuracion de dos placas puestas cara a cara,
generando gradientes magnéticos intensos. Para implementar el método Monte Carlo
se desarrolld un hamiltoniano que incluye las contribuciones de la energia debido al
campo eléctrico, la interaccion entre los iones, la fuerza de rozamiento que se genera
al mover el i6n en el medio y la contribuciéon que se produce al someter una célula
a un campo magnético. La exposicion de la célula a un gradiente magnético generd

aumento en la concentracion intracelular de los iones con un gradiente magnético de
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Gi = 30Tm~!. Un aumento en la concentracién intracelular provocé aumentos en el
potencial de membrana, la corriente iénica y la presiéon osmoética. Adicionalmente, se
encontré una relacion lineal entre la corriente iénica y el potencial de membrana. Se
encontré que los los iones que méas afectan el comportamiento del potencial de mem-
brana son K+, Cl~ y Mg*". De acuerdo al diagrama de fase entre el potencial de
membrana y el gradiente magnético se obtuvo un acople entre la energia debida a la
exposicion al campo magnético y el potencial de membrana. Finalmente, se realizé una
validacién del modelo, usando el algoritmo de Gillespie obteniendo variaciones hasta

del 3% en el potencial de membrana.

Palabras clave: , Monte Carlo, transporte iénico, potencial de membrana, presién

osmoética, corriente idénica.



Abstract

In the present work the ionic transport through the membrane is modeled and simu-
lated, an isolated cell is assumed to which a cross section is made with a height of 5 A.
To carry out this work, a two-stage process will be carried out, the realization of the
model using stochastic methods to describe the ionic transport through the membrane
and the implementation of the model. The first part will consider the conditions of
a cell such as: intracellular and extracellular ionic concentration, intracellular radius

and cellular radius dimensions, five ionic species

K*,Cl7, Na™, Mg*" and Ca®" the condition that the ions must be highly diluted both
the extracellular medium and the intracellular medium. In addition, the magnetic field
is included in the model, to determine the effect it has on ionic transport in the cell. To
generate a magnetic field to which the cell is considered a configuration of two plates
placed face to face, generating intense magnetic gradients (HGMF'). To implement the
Monte Carlo method, a Hamiltonian was developed that includes the contributions of
energy due to the electric field, the interaction between ions, the friction force generated
by moving the ion in the middle and the contribution that is given someday A cell to
a magnetic field. Exposure of the cell to a magnetic gradient generated an increase in

the intracellular concentration of ions with a magnetic gradient of
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Gi = 30Tm™!, an increase in intracellular concentration caused an increase in mem-
brane potential, Ionic current and osmotic pressure. In addition, a linear relationship
between ionic current and membrane potential was found. It was found that the ions

that are most likely to suffer the membrane potential behavior are

K+, Cl~and M ¢**. According to the phase diagram between the membrane potential
and the magnetic gradient, a coupling between the energy due to exposure to the
magnetic field and the membrane potential was obtained. Finally, a validation of the
model was carried out using the Gillespie algorithm with variations up to 3% in the

membrane potential.

Keywords: Monte Carlo, ionic transport, membrane potential, osmotic pressure,

ionic current



1 Preliminares

1.1. Introduccién

Para entender la estructura y la funcién de los organismos vivos, es primordial conocer
la estructura y funcién de las células [1]. Entre las funciones que cumple la célula estén
las estructurales, secretoras, metabdlicas, defensivas, de control y reproductoras. Cada
célula esta rodeada por una membrana que la separa del medio extracelular y da la
caracteristica de unidad separada. La membrana tiene una estructura comin en células
eucariotas y procariotas [2]. Por medio de la membrana se lleva a cabo la regulacion del
constante intercambio de sustancias por medio del transporte i6nico, el cual es esencial
para aspectos como: (i) proteger el buen funcionamiento de cada célula, (ii) mantener
las estrictas condiciones de pH y (iii) conservar las concentraciones iénicas que permiten
el desarrollo de los procesos metabdlicos y la coordinacién de sus actividades [3]. El
estudio del transporte i6nico a través de la membrana se ha desarrollado desde finales
del siglo XVIII [4], comenzando por Quincke quien encontr6 que la membrana celular
poseia una naturaleza lipidica, observandose que la célula generalmente toma la forma
de una esfera en el agua [5]. También, se encontré la similitud que existe entre una

delgada capa de aceite que se comporta como una membrana semipermeable, con la
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membrana plasmadtica, la cual tiene un grosor entre 4 nm y 10 nm [6].

El transporte iénico ha sido clasicamente estudiado y cuantificado a nivel de plantas
empleando técnicas como radiotrazadores, microelectrodos externos o andlisis especifi-
cos de tipo celular de sustratos de transporte [7]. Estas técnicas generalmente permiten
alcanzar altos niveles de resolucién temporal, pero tienen limitaciones en aspectos es-
paciales. El avance de los estudios tedricos se impulsé a partir de la obtencién de
la estructura cristalografica de un canal de potasio, siendo una de las motivaciones
principales para el estudio del transporte i6nico. Dado que actualmente se cuenta con
diversos métodos para la simulacion de sistemas biologicos, se deben conocer las lim-
itaciones y posibilidades de cada uno de los métodos, las ventajas y desventajas, los

requerimientos de computo y la cantidad de tiempo de computo requerido [8].

De acuerdo con la literatura, se pueden identificar especificamente dos clases de méto-
dos de simulacion empleados para el estudio tedrico del transporte idénico a través de la
membrana: los modelos continuos o analiticos y los modelos estocasticos. Los modelos
continuos carecen de capacidades predictivas en el tiempo, lo que puede ser un limitante
para su implementacion. Inicialmente se realizaron avances de tipo analitico, dentro
de los que sobresalen los realizados por Nerst- Planck; posteriormente, se realizaron
modificaciones a este método, por parte de Poisson y Boltzmann. La modificacion se
adelanto, con el fin de tener en cuenta las interacciones de los iones involucrados en
el transporte. Por otro lado, se han usado métodos estocasticos desde finales del siglo

XX, los cuales aportan la naturaleza aleatoria de los sucesos macroscépicos [9].

Los métodos estocasticos se basan en la probabilidad con que suceden los hechos en
la naturaleza. Uno de estos métodos es la Dindmica Molecular (DM), que permite

recrear el proceso de interacciéon de las moléculas por un periodo de tiempo, lo que

10
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hace que se pueda tener una visualizacion del movimiento de las particulas; general-
mente, este método se emplea para sistemas moleculares complejos compuestos por
un gran numero de particulas. Sin embargo, este método tiene como limitante que los
tiempos maximos que puede simular son del orden de 10 ns hasta 100 ns [10], pero los
procesos de transporte a través de canales idnicos se dan en periodos superiores a los
microsegundos [11]. Una alternativa para simular el transporte iénico es el método de
dindmica browniana (DB), que es una aproximacién al modelado de sistemas molecu-
lares, que tiene como propdésito encontrar la trayectoria de un conjunto de particulas
utilizando la ecuacién de Langevin, como ecuaciéon de movimiento. Otro método del
tipo estocastico es Monte Carlo (MC) combinado con el algoritmo Metrépolis, que ha
mostrado gran eficiencia y facilidad para simular fenémenos fisicos que conllevan un

alto comportamiento estocéstico [12].

1.2. Antecedentes

En los tltimos anos, se han estudiado los efectos del campo magnético en los procesos
de germinacién de las semillas, por ejemplo Torres-Osorio et al., [13] reportando el
analisis del efecto en la germinacion y absorcion de agua en semillas de soja expuestas
a campo magnético estatico homogéneo (125 mT por 10 min y 300 mT por 10 min); en
cuanto a la germinacién, estos autores encontraron que, aumentando el campo mag-
nético al que se exponen las semillas, el tiempo de germinacién disminuye. También,
encontraron que exponiendo semillas de Leucaena leucocephala a un campo magnético
(125 mT y otras a 250 mT durante (10, 30 y 60) min), determinando el niimero de
semillas germinadas, la longitud de la raiz y porcentaje de nitrégeno en la plantula, se

produjeron variaciones de la longitud de la raiz, aumentos en la cantidad de nitrogeno

11



Chapter 1 CHAPTER 1. PRELIMINARES

y de proteina [14]. La mayor parte de los estudios relacionados con el efecto del campo
magnético en sistemas biolégicos se han realizado de manera experimental. Existen
reportes de estudios tedricos que usan modelos complejos, que deben ser resueltos de
forma analitica, con el fin de entender el comportamiento de los iones a través de
la membrana. Los estudios tedricos, presentan una gran posibilidad de entender y

analizar la fenomenologia presente en los procesos de transporte ionico.

Para el transporte de iones, uno de los modelos méas sencillos es el Poisson Nernst
Planck (PNP), que se enfoca en la teorfa de campo medio. La aproximacion de campo
medio consiste en considerar los efectos que producen todos los componentes del sis-
tema sobre uno de ellos como un tnico efecto promediado, ofreciendo una alta precision
en los resultados en cuanto a estructura y funcionamiento. En el modelo PNP, se trata
el flujo de los iones como una concentracion promedio de iones impulsada por la fuerza
que genera el potencial electrostatico y el gradiente de concentracién de iones. Este
modelo fue introducido en el campo de la biologia molecular a principios de la década
de 1990 por Barcilon et al., [15]. [16, 17, 18]. Uno de los aportes en este modelo es la
aproximaciéon de carga puntual para los iones, considerando cada ion como una carga
puntual, que se caracteriza por ser una carga eléctrica de magnitud finita y por estar
contenida en un punto geométrico de dimensiones pequenas. Si la carga estd com-
prendida en una geometria esférica, la carga se comporta fielmente como una carga
puntual ubicada en el centro de una esfera. En el modelo original [19], se desprecia-
ban los efectos esféricos de los iones en un confinamiento geométrico de un poro o
canal, las interacciones ion-agua e ion-ion, la polarizacion de las moléculas de agua,
el movimiento en el canal y muchas otras interacciones que no se relacionan directa y
exclusivamente a la electrostética; sin embargo, Gomutkiewicz et al., [20] se bas6 en

datos experimentales que muestran que los tamanos de los canales idnicos se asemejan

12
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a los tamanos de los iones, estableciendo que, teniendo en cuenta la descripciéon tedrica
del transporte de iones, se deben incluir las interacciones ion-ion y ion-proteina dentro
del canal. Con este fin, se establecié que el modelo conformado por las ecuaciones
PNP, se puede usar para el estudio del flujo de corriente [21]. Por lo cual, este modelo
es uno de los mas aceptados en el caso que se requieran describir los procesos de trans-
porte idnico a través de membranas de intercambio i6nico [22] y pueden incluirse otros
efectos como el producido por un campo magnético, teniendo en cuenta el creciente

interés de la comunidad cientifica en la magnetobiologia.

Se ha encontrado que, en la célula, con altos contenidos de agua, se obtiene un buen
acuerdo con la ecuacién Nernst- Einsten (NE) [23], siempre y cuando la concentracion
se calcule en funcién de la cantidad de agua presente. Para contenidos de agua bajos,
la concentracién debe basarse en el volumen total de la membrana. En investigaciones
asociadas con la tecnologia basada en membranas, como la electrodialisis, baterias y
celdas de combustion, se requiere estudiar el transporte de iones impulsados por el
campo eléctrico en membranas de intercambio. Empleando NE, se han analizado los
resultados de conductividad iénica en membranas de intercambio comerciales, dando
como resultados las concentraciones adecuadas para su efectivo funcionamiento [24].
Por ejemplo, el método NE puede aplicarse para la prediccién de la conduccion idnica

dependiente del voltaje, en un recubrimiento de electrolito solido en electrodos.

La simulacion usando DM proporciona una alternativa para el estudio acerca del
movimiento de las estructuras y como estos movimientos pueden estar relacionados
con las funciones biolégicas [25]. Usando simulaciones de este tipo se ha estudiado
el comportamiento de las corrientes idnicas, resaltando aspectos importantes como:
los parametros de interaccion empirica (campos de fuerza). DM se encuentra entre

los primeros de la jerarquia en términos de precision, respecto al fendémeno biologico.

13
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Un modelo propuesto para el estudio del transporte iénico usando DM, teniendo en
cuenta la estructura de las proteinas que hacen la funciéon de canal iénico, la mem-
brana celular, el solvente y los iones explicitamente con las posiciones y velocidades
propagadas por la dindmica newtoniana [26]. Los canales de potasio son esenciales
para mantener el equilibrio iénico a través de las membranas celulares, por lo cual,
Millar et al., [27] realizaron simulaciones del transporte i6nico usando DM para el
canal KcsA. La estructura del canal KcsA ha sido la base para las simulaciones y
modelamiento del transporte iénico, mostrando resultados para los grupos carbonilo
que coordinan el comportamiento del ion en el poro (similares a los liquidos) y las
propiedades electrostéticas intrinsecas que controlan la selectividad iénica [28]. Aqvist
et al., [29] propusieron un modelo usando dindmica molecular en el que se toma un
canal de didmetro aproximadamente 33 A, la base del estudio fue la estructura crista-

lografica del canal de KcsA.

En la dindmica browniana (DB) desaparecen los detalles moleculares de la bicapa
lipidica y las moléculas de agua, mientras solo se tratan los iones moviles y las proteinas
que dan forma al canal [30]. El movimiento de los iones se rige por la ecuacién de
Langevin [31]. Las fuerzas que actian sobre los iones incluyen fuerzas de friccién
y las fuerzas electrostédticas totales debido a otros iones mdviles, cargas fijas en la
proteina del canal, campo electrostatico polarizado y el potencial de membrana, que son
determinados resolviendo la ecuacién de Poisson. Los métodos continuos no aportan
los beneficios que pueden tener los métodos estocasticos, como es la prediccion del
comportamiento de las variables en el tiempo, por lo cual, se hace mas conveniente usar
DB y DM. Song et al., [28] probaron la capacidad de PNP [32, 33, 34| para predecir
las corrientes a través de los canales, con el fin de comparar los resultados con los

obtenidos usando DB [35, 36, 37]. La comparacién dio como resultado que la ecuacion

14
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PNP es aplicable en canales iénicos estrechos y que las corrientes iénicas derivadas de
las ecuaciones PNP coinciden con las obtenidas directamente de las simulaciones de
DB. Con el uso de DB [38] se encontrd que, para tener un costo computacional bajo,
se pueden tomar en cuenta las siguientes caracteristicas: un sistema iénico esférico, un

sistema de membrana y un sistema de poros cilindricos.

El método Monte Carlo (MC) es empleado en sistemas con masa constante, es decir,
en los que el nimero de particulas del sistema no cambia; en los casos de transporte
iénico se ha usado el Monte Carlo Gran Canénico (GCMC) en el que se considera el
potencial quimico, el volumen y la temperatura. En estos casos, se incluye el gran
ensemble canodnico, que permite explicar las fluctuaciones de densidad y volumen a
temperaturas fija. Para mover los iones con GCMC el movimiento se aprueba o se
rechaza de acuerdo al Monte Carlo clasico [39]. Por ejemplo, usando GCMC, Wonpil
Im et al., [40] realizaron un algoritmo para simular el movimiento de los iones a través
de los canales de membrana, implementando, de manera méas realista las condiciones
de concentraciéon y el potencial de membrana. El enfoque de este trabajo proporciona
un marco para simular la permeabilidad de los iones. Ademds, Hwang H et al., [41]
presentaron un algoritmo en el que combinan MC con PNP, para calcular las corri-
entes idnicas en un modelo de canales i6nicos; el cdlculo de las corrientes ionicas, los
potenciales electrostaticos y las concentraciones idnicas concuerdan con las realizadas
usando PNP. Tambien, se ha estudiado el mecanismo de seleccion y el bloqueo de los
canales de potasio, que es uno de los temas mas importantes en la biologia actual-
mente, entendiendo claramente el mecanismo de apertura de canales, cierre de canales
y seleccién de las especies iénicas. Se ha encontrado que existe una dependencia de la
selectividad y la eficiencia sobre la concentracion idnica y la duraciéon del canal en el

estado abierto [42].
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1.3. Justificacion

Uno de los intereses de los investigadores en la actualidad se ha enfocado en el campo
de la magnetobiologia, la cual consiste en conocer la influencia que tienen campos
magnéticos externos en el comportamiento de sistemas biolégicos. En este tema, Gar-
cia Reina et al., [43] realizaron el célculo tedrico sobre la dependencia que tiene la
densidad de la corriente idénica a través de la membrana celular con la intensidad del
campo magnético aplicado, estableciendo que el campo magnético produce cambios en
parametros como la corriente iénica, la presion osmotica y la capacidad de los tejidos
celulares usados para absorber agua. Los cambios generados por el campo magnético
se ven reflejados experimentalmente en el aumento en la germinacién de las semillas.
Algunos investigadores han propuesto el desarrollo de modelamiento y simulacion del
transporte iénico, con la finalidad de comprender el comportamiento del transporte
ibnico a través de la membrana y comprender que cambios suceden en la membrana

cuando se exponen la celula a un campo magnetico.

Se recurren a métodos tedricos debido a que los estudios experimentales requieren un
alto costo y una infraestructura sofisticada para su ejecucion y los resultados que se
obtienen son cualitativos. Dentro de las técnicas estocasticas, se sugiere el uso de
dindmica molecular (DM) clésica; sin embargo, este método no es muy adecuado en
estos casos, ya que no logran reproducir los tiempos reales en los que se desarrolla este
proceso. Con el fin de resolver la dificultad del tiempo de computo, la mayoria de los
trabajos de simulacién del transporte idnico a través de canales se han desarrollado
empleando la técnica de Dindmica Browniana (DB), pues este método es mucho maés
flexible a la hora de describir procesos con duraciones del orden de los microsegundos.

Tanto para DM como DB se debe conocer la estructura cristalografica de los canales
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ionicos que se deseen simular y solo permite que se modele un canal iénico especifico.

Por lo anterior se propone el método Monte Carlo, combinado con el algoritmo Metrépo-
lis, que muestra una gran eficiencia y facilidad a la hora de simular fenémenos fisicos
que conllevan un alto comportamiento estocastico [44, 45, 46], para modelar el trans-
porte idénico a través de la membrana de un grupo de canales que estan ubicados en la
membrana celular, sin necesidad de conocer su estructura. En este trabajo se realizd
un estudio del transporte iénico a través de la membrana, considerando diferentes es-
pecies de iones para analizar los cambios en las propiedades (potencial de membrana,

presién osmotica y corriente i6nica) y se adiciono el efecto del campo magnético.

1.4. Objetivos

General

Desarrollar modelos y simulaciones para el andlisis del efecto del campo magnético

aplicado en el transporte i6nico

«transmembrana» en células, empleando métodos estocasticos de simulacion com-

putacional.

Especificos

1. Realizar un modelo que describa el transporte de iones Na™, K+ y Cl~
«transmembranay en células teniendo en cuenta el campo magnético aplicado.

2. Implementar el algoritmo para el transporte de iones Na*, Kt y Cl~
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18

«transmembrana» usando el modelo anteriormente desarrollado, por medio de

métodos estocasticos computacionales.

. Analizar los cambios que se presentan parametros como la potencial de membrana

y la presion osmotica teniendo en cuenta las variaciones en el campo magnético

externo.



2 Fundamentacion teorica

2.1. Estructura de la bicapa lipidica

2.1.1. Aspectos generales

La membrana plasmatica tiene funciones como: la division de compartimientos, encer-
rar el contenido de la célula; también da lugar a sitios para las actividades bioquimi-
cas, provisiona a la célula de una barrera que tiene permeabilidad selectiva, permite el
transporte de soluto transportando iones especificos, dando lugar a gradientes i6nicos,
ayuda a la respuesta de senales externas en los procesos de transduccién de senales, da
lugar a la interaccién celular e interviene en los procesos de transduccion de energia
[47]. La membrana esta compuesta fundamentalmente por proteinas y lipidos [48], pre-
sentando dos capas de moléculas lipidicas (cadenas tipicas de acidos grasos con grupos
fosféricos) orientadas de modo que sus extremos polares o hidrofilicos estén ubicados
hacia el interior y hacia el exterior, mientras que los extremos apolares o hidréfobos
se disponen en el plano medio. La membrana funciona como una barrera casi im-
permeable para sustancias hidrosolubles, tales como iones, glucosa, y urea. y para

sustancias liposolubles como el oxigeno y los alcoholes la membrana ya no funciona
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como una barrera. La membrana al ser hidrosoluble a los iones requiere que estos se
transporten por medio de proteinas especializadas, estas proteinas estan incrustadas
en la membrana y establecen comunicaciéon entre los medios intracelular y extracelular

para determinadas sustancias, y especialmente para ciertas especies i6nicas [49].

2.1.2. Transporte ionico en las membranas biolégicas

El transporte i6nico en las membranas bioldgicas se realiza principalmente mediante
proteinas o complejos proteicos, que transportan simultdneamente dos o mas iones, en
un proceso de flujos acoplados que se conoce como cotransporte. Existen dos tipos de

cotransporte:

Simporte: Se produce un intenso flujo acoplado de cationes y aniones en la misma

direccién [50].

Antiporte: Proceso en el que el sistema transporta dos iones de idéntica carga en

direcciones opuestas [50].

Si en un proceso de cotransporte se traslada el mismo nimero de cargas, entonces
es eléctricamente neutro. Si no cumple con la condiciéon, el resultado es la aparacién
de una corriente eléctrica, éste se conoce como un proceso reogénico que significa

productores de corriente.

Transporte activo: Es un tipo de bomba transportadora de iones, en contra de
sus propios gradientes quimicos o electroquimicos. Este tipo de transporte puede ser
reogénico, induce corrientes y campos eléctricos. Este tipo de transporte se conoce
como electrogénico, que quiere decir generador de un potencial eléctrico de membrana.

Para realizar este proceso, las células deben invertir energia en el proceso y deben
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existir enzimas en las membranas plasmaticas que faciliten el transporte de moléculas

o iones [51].

Transporte pasivo: Este tipo de transporte se da cuando las moléculas se desplazan
a causa de gradientes de concentracién, electricidad, presion, es decir, se mueven del
lado de mayor concentracion al de menor. Este desplazamiento no requiere energia

adicional. Tipos de este transporte son la difusién y la dsmosis [51].

- Difusion simple: paso de sustancias a través de la membrana plasmatica, las moléculas

que pasan deben ser no polares.

- Difusién facilitada: para este tipo de transporte se requiere un transportador (pro-
teina integral) para que las sustancias atraviesen la membrana. Este transportador se
requiere, ya que las moléculas son insolubles en lipidos y necesitan ser transportadas

con ayuda de proteinas de membrana.

-Por 6smosis: paso de agua desde una zona de alta concentracién de agua a una de

baja concentracién de agua, a través de una membrana semipermeable [50].

2.1.3. Modelo de mosaico fluido

Es un tipo de modelo que describe la estructura de la membrana plasmatica que fue
propuesto en 1972 [52]. En la membrana, los lipidos se disponen formando una bicapa
de fosfolipidos, en el cual las cabezas hidrofilicas se ubican hacia el exterior y sus
colas hidrofébicas se ubican en empalizadas. Las proteinas se distribuyen en la bicapa

lipidica dependiendo de las interacciones con las regiones de la zona lipidica.
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2.1.4. Proteinas de membrana

Una proteina de membrana es una molécula de proteina que esta unida o asociada a la
membrana de una célula o de un organelo [53]. Cada proteina de membrana posee una
orientacion definida en relacion con el citoplasma, con el fin de que las propiedades de
la membrana por el tipo de superficie sean diferentes a otras superficies. En el caso de
la membrana plasmatica, las partes de la proteina que interactiian con otras células son
las que estan ubicadas para el exterior. Las proteinas de membrana pueden agruparse

en tres clases distintas que se distinguen por su relaciéon con la bicapa lipidica:

- Proteinas integrales: son las proteinas transmembrana, las cuales cruzan toda la

bicapa lipidica y tiene dominios que sobresalen en ambos lados de la membrana.

- Proteinas periféricas: estan localizadas fuera de la bicapa lipidica, ya sea en el medio

extracelular o intracelular.

- Proteinas fijadas con lipidos: se ubican fuera de la bicapa lipidica y tienen enlaces

covalentes con una molécula de lipidos que estan dentro de la bicapa.

2.1.5. Estructura electrostatica de la membrana

La membrana celular presenta una alta resistencia eléctrica y una constante dieléctrica
baja, por lo cual se considera la membrana como un aislante de electricidad de dos fases
acuosas que se comporta como un condensador. Su estructura se basa en una ldmina
de moléculas lipidicas alrededor de 5 nm, o 50 4tomos [53]. Para que una célula pueda
sobrevivir es necesario que los nutrientes ingresen y que los desechos sean expulsados
hacia el exterior. Con el fin de facilitar el intercambio, la membrana es atravesada por

canales y bombas selectivas [50]. Los portadores de carga en la célula son los iones
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en disolucién que se desplazan de acuerdo a impulsos mecanicos como la difusion,
6smosis, entre otros; o de tipo eléctrico como el gradiente de potencial. Al comparar
las concentraciones de los iones en el medio intracelular y extracelular que se muestran
en la Table 2.1, estas diferencias de concentracion, generan fuertes gradientes en las
membrana celular, lo cual da lugar a la difusién de los iones implicados en el transporte.
Como se tratan de particulas con carga eléctrica que se mueven de un medio a otro,
este proceso va acompanado de la aparicién de diferencias de potencial que se oponen
a la tendencia que tiene la difusién. El proceso anteriormente mencionado, se asemeja
cuando se ponen en contacto un semiconductor tipo P con otro tipo N que generan

una barrera de potencial originada por la difusién de huecos y electrones [49].

Table 2.1: Concentraciones en (mTEq) en el medio extracelular e intracelular para cada

especie ionica.

Ion | [lon|,(mEq/L) | [lon], (mEq/L)
K+ 141 4.7

Na™ 10 137

cl~ 4 112.7
Ca** 1x1073 4.8
Mg+ 62 2.8

2.2. Energia y dinamica de los sistemas bioldgicos

De acuerdo a la termodinamica, una célula se considera como un sistema que no esta

en equilibrio, estado que se presenta debido a los procesos en los cuales la energia se
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transforma.

2.2.1. Ecuacion Nernst

Para generar un potencial de membrana se necesita un niimero muy pequeno de iones
que se movilicen a través de la membrana. El potencial aparece debido a movimientos
de carga que mantienen las concentraciones de los iones equilibradas, que se produce
por una diferencia pequena del nimero de iones negativos y positivos que hay en el
medio intracelular y extracelular. Los movimientos de las cargas se realizan en un rango
de milisegundos. La diferencia de potencial se puede calcular mediante la Equation 2.1

que fue deducida por Nernst:

Vin = —Ln— 2.1
donde C, y C; son las concentraciones del medio extracelular e intracelular, respecti-
vamente. R es la constante universal de los gases, T es la temperatura absoluta, F' es

la constante de Faraday y z es la valencia del ion [54].

2.2.2. Equilibrio de Donnan

Es el equilibrio que se establece entre dos fases, sujetas a la limitacién de que uno o mas
de los componentes iénicos no pueden pasar de una fase a la otra. Fue descubierto por
F.G Donnan en 1941. Generalmente tal limitacion estd motivada por la existencia de
una membrana que es permeable al disolvente y a los iones pequefios, pero impermeable

a las particulas cargadas [55]. Con base en este equilibrio, funciona el transporte iénico
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transmembrana.

2.2.3. Ecuacion de Goldman-Hodking-Katz

La dependencia del potencial de membrana respecto a la permeabilidad y a la concen-
tracion iénica viene determinada por la ecuacion de Goldman. Esta ecuacién permite
predecir el valor del potencial de membrana cuando ésta es permeable a dos o mas
iones, conocidas las concentraciones de estos iones a ambos lados de la misma y la per-

meabilidad que presenta a cada uno de ellos. Se define por medio de la Equation 2.2:

RT = Py [K*]
-
Vi = "5 b TR

+ PNa [NCL+]
+ PNa [NCL+]

—+ PCl [Cl_]
+ PCZ [le]

extra extra

intra (22)

intra intra extra

donde Py, Py, y Pc; indican las permeabilidades de cada ion en la membrana, [K*],
[Na™] y [Cl7] hace referencia a la concentracion de cada ion en el medio intracelular y
extracelular. Los coeficientes de permeabilidad estan definidos para sistemas grandes,

y su validez en sistemas moleculares queda reducida a una aproximacién [56].

2.2.4. Potencial de difusion

Diferencia de potencial generada a través de una membrana cuando un i6n se difunde
a favor del gradiente de concentracion. El potencial de difusion estd causado por la
difusién de los iones. Solo se puede generar un potencial de difusiéon si la membrana
es permeable al ion, si no es permeable no se producira ningtin potencial de difusion,

sin importar el gradiente de concentracion.
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2.2.5. Viscosidad de los fluidos biologicos

El liquido corporal se divide en dos principales: extracelular e intracelular. El liquido
intracelular se encuentra en el interior de las células y corresponde a 2/3 partes de
los liquidos corporales. El liquido extracelular es la 1/3 de la parte de los liquidos
corporales y es el que permite llevar todas las sustancias que se encuentran en el

cuerpo.

2.2.6. Longitud de Debye

Es la escala a través de la cual los electrones generan un apantallamiento de los campos
eléctricos en los plasmas y conductores. También, se conoce como la distancia sobre
la cual puede ocurrir una separaciéon significativa de carga. Se define de acuerdo con

la Equation 2.3:

ereokgT
k= (2.3)

2N AGQI
donde €, es la constante dieléctrica, €, es la permitividad eléctrica del vacio, kg es la
constante de Boltzman, T" es la temperatura absoluta, N4 es el nimero de avogadro,

e es la carga del electron y I es la fuerza idnica del electrolito que esta definida de

acuerdo con la Equation 2.4:

1 n
R Yo (2.4)
2 B=1
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de la cual Cp es la concentraciéon molar de cada especie i6nica, zp es la carga de cada

ion y la sumatoria indica cada una de las especies i6énicas presentes en el medio.

2.2.7. Efecto del campo magnético en células

La célula posee una carga eléctrica que se asemeja a una bateria. El interior de la
célula es negativo y el exterior de la célula es positivo. Estas cargas eléctricas estan
dispuestas a lo largo de la membrana. Se establece que la célula también posee un
campo eléctrico, pero también tiene su propio campo magnético. Un campo magnético
externo influye en el estado magnético interno de las células individuales y, a su vez,
afecta el estado eléctrico de las células. Es importante aclarar que si una célula esta en
condiciones de equilibrio, por lo que su propio campo magnético no se interrumpe, un
campo magnético externo aplicado no produce ningin tipo de perturbacion. Esto se
debe a que el campo magnético aparece en la direccién del flujo idnico y perpendicular

al intercambio con el medio [48].

2.3. Propiedades de la membrana

2.3.1. Presion osmotica

La presion osmotica se define como la presion que se debe aplicar a una solucién
para detener el flujo de disolvente a través de una membrana semipermeable. Es una
propiedad de una disoluciéon o de una suspension, y aunque pueda ser el origen de la
presion hidrostatica de la célula, no es idéntica a ella. Con el tiempo, se alcanza un

equilibrio cuando la presion hidrostatica interna se iguala a la fuerza osmoética, la cual
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empuja el agua al interior de la célula.

2.3.2. Potencial de membrana

El potencial de membrana se genera en torno las concentraciones de los medios ex-
tracelular e intracelular que son separados por una membrana que tiene carga eléctrica.
Los cambios en el potencial de membrana provocan potenciales de accién y dan a las

células la capacidad de enviar mensajes a todo el cuerpo [49].

2.3.3. Corriente idnica

Dado que los iones son especies cargadas, pueden transportar corriente eléctrica en
soluciones, cuando los iones atraviesan la membrana por medio de un canal iénico, su
movimiento genera una corriente iénica que puede medirse utilizando métodos elec-
trofisiologicos. Una de las formas de medir la corriente iénica, se conoce como fijacién
voltaje-corriente desarrollada por Cole y Marmont en 1949, que permite conocer y
caracterizar con la mayor resolucién temporal y espacial existente (a nivel celular y
subcelular), , la fisiologia de todo tipo de células, en la cual se fija y mantiene constante
el potencial de membrana en una célula [57]. Otra tecnica es patch clamp desarrollada
por Sakmann-Neher en 1976, la cual es util en células excitables y permite el estudio

individual o multiple de los canales i6nicos.

2.3.4. Propiedades eléctricas de la membrana celular

La acumulacion de las cargas en ambas caras de la membrana genera un campo eléc-

trico. Este campo y los gradientes de concentracion generan corrientes iénicas a través
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de la membrana [58].

- Resistencia eléctrica: es la oposicién que tienen las cargas para desplazarse a
través de un conductor, que en este caso es la membrana, que es impermeable, y los

iones, que deben transportarse por proteinas que pueden estar abiertas [49].

-Capacitancia: Es la funcién que hace la membrana como un capacitor, por lo cual
se dice que la membrana hace la funciéon de condensador, con su capa de “material”
aislante (cadenas de acidos grasos) y “placas” conductoras (cabezas de fosfatos) de los

fosfolipidos [49].
2.3.5. Permeabilidad de la membrana

La permeabilidad es una propiedad selectiva, que es consecuencia del ambiente hidro-
fobo interno de la membrana, creado por las cadenas de acidos grasos de los lipidos,
siendo dificil de cruzar por las moléculas con carga eléctrica neta. Esto permite a
las membranas crear compartimentos intracelulares o mantener separados el medio in-
tracelular del extracelular y, por tanto, impedir la libre difusiéon de diversos tipos de
moléculas. Las variables que mas influyen en la difusiéon pasiva son la polaridad y el

tamano de la molécula [49].

2.4. Metodos empleados para modelamiento y

simulacién del transporte idnico

En la literatura se pueden identificar especificamente dos clases de métodos de simu-

lacion empleados para el estudio tedrico del transporte idénico a través de la membrana:
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los modelos continuos o analiticos y los modelos estocasticos. Dentro de estas dos clases
se pueden identificar diversos métodos como se muestra en la Figure 2.1. A contin-
uacion, se realiza una descripcion mas detallada de estas dos clases. Es necesario tener
en cuenta que algunos de los métodos incluidos en ellas carecen de capacidades predic-
tivas en el tiempo, lo que puede ser un limitante para su utilizacion, ya que éste es uno
de los requerimientos importantes de los estudios de transporte iénico en membranas.
Inicialmente se realizaron avances de tipo analitico, dentro de los que sobresalen los re-
alizados por Nernst-Planck; posteriormente, se realizaron modificaciones a este método
por parte de Poisson y Boltzmann. Esta modificacion se adelanté, con el fin de tener
en cuenta las interacciones de los iones involucrados en el transporte. Por otro lado
se han estado empleando métodos estocasticos desde finales del siglo XX, los cuales

aportan la naturaleza aleatoria de los sucesos macroscépicos [9]

Métodos de
simulacion para el
transporte ionico

transmembrana.

Métodos
estocasticos

Métodos
analiticos

—

Dinamica Métodode las
Browniana Congruencias

Poisson leerem:las
Boltzman
Nerst
Planck

Nernst

Flnltas Elnsten

I
Nernst )
Planck

carlo Molecular

[

oisson |
Nernst
Planck

Monte ‘ Dinamica

Figure 2.1: Métodos que pueden ser empleados para el modelamiento y simulacién del
transporte iénico a través de la membrana.

Los métodos estocasticos se basan en la probabilidad con que suceden los hechos en la

naturaleza. Uno de estos métodos es la Dindmica Molecular (MD), que permite recrear
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el proceso de interaccién de las moléculas por un periodo de tiempo, lo que hace que
se pueda tener una visualizaciéon del movimiento de las particulas; generalmente, este
método se emplea para sistemas moleculares complejos compuestos por un gran niimero
de particulas. Por otro lado, la dindmica browniana (DB) se caracteriza por el uso de
modelos en los cuales se toman en cuenta los grados de libertad que son omitidos con el
uso de ecuaciones diferenciales. Otro método del tipo estocastico es Monte Carlo (MC)
combinado con el algoritmo Metropolis, que ha mostrado gran eficiencia y facilidad
para simular fenémenos fisicos que conllevan un alto comportamiento estocastico [12].
Adicionalmente, esta el algoritmo de Gillespie el cual genera una posible solucién de
una ecuacion estocastica, Este fue presentado por Dan Gillespie en 1976. El algoritmo
es muy util para simular reacciones quimicas que ocurren dentro de las células y se
emplea frecuentemente en sistemas biolégicos computacionales. Matematicamente, es
una variante del método Monte Carlo Dindmico y similar a los métodos cinéticos de
Monte Carlo [59, 60]. Con el algoritmo de Gilliespie se han realizado simulaciones de
del flujo de iones, que en algunos casos se han tenido mejores resultados que con MC
[61]. Adicionalmente, se ha simulado la selectividad de un canal de Na™y de Ca*",
encontrando que cuando se consideran los valores del coeficiente eléctrico y este toma
un valor bajo, se favorece la selectividad de los iones Ca®™ [62] y también cuando se
tiene una concentracién de C'a®Tque sea 10 veces mayor a concentracién fisioldgica, un

canal comienza a seleccionar los metales alcalinos [63].

En cuanto a los métodos de analisis tedricos, éstos proponen una gran posibilidad de
entender y analizar la fenomenologia que se lleva a cabo en los procesos de transporte
idnico a través de la membrana. Por estas razones, en la literatura se ha propuesto el
desarrollo de modelos y simulaciones por medio de los métodos tanto analiticos como

estocésticos, estudiando de esta forma, los efectos que se presentan en el transporte
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ibnico a través de la membrana como el potencial de membrana, flujo de corriente
ibnica y la presion osmética, teniendo en cuenta consideraciones como tamaifio y forma
del canal, y tamanio y forma de los iones [64]. El fenémeno de transporte iénico se
puede asemejar a procesos de conduccion en las redes cristalinas de semiconductores,
es asi como se han propuesto modelos para el estudio del transporte iénico a través de
membrana, teniendo como base lo que ocurre cuando se ponen en contacto un semi-
conductor tipo P con otro tipo N, generando una barrera de potencial originada por la
difusién de huecos y electrones [65]. Stewart Cole [66] reporté que la resistencia eléc-
trica de la membrana esta determinada principalmente por la concentracion de iones
presente en el medio extracelular; por tal razén, una gran parte de las investigaciones
estan dedicadas a los canales y transportadores de potasio y sodio, ya que estos iones
se encuentran en altas concentraciones en los medios intracelular y extracelular, y se
encuentran entre los sistemas de transporte bioldgico mejor estudiados. Lo anterior
debido al desarrollo del formalismo Hodgkin-Huxley [67], proporcionando un marco de
referencia para todas las interacciones entre los iones y las proteinas. Ademas, para
los estudios de transporte iénico se incluyen varios iones inorganicos pequenos como

calcio, magnesio, cloruro y fosfato inorganico [68].

2.5. Canales idnicos

El transporte iénico a través de la membrana es uno de los procesos mas importantes
dentro de la célula, ya que permite expulsar de su interior los desechos del metabolismo.
Ademas, es la forma que se adquieren nutrientes mediante procesos de incorporacién
a la célula de nutrientes disueltos en agua. El movimiento de los iones entre el medio

extracelular e intracelular se realiza mediante poros, bombas o canales; cuando este
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movimiento se realiza a través de poros o canales, se favorece el potencial electro-
quimico [69, 70]. Para realizar el transporte de un medio a otro es necesario contar
con un transportador, que es conocido como proteina integral, la cual permite que las
sustancias atraviesen la membrana [71, 72]. Los transportadores son proteinas inte-
grales que pueden trasladar iones y solutos a través de una membrana. Para que las
moléculas y los iones puedan ser transportados por los canales i6nicos, las proteinas
que realizan esta funciéon deben tener carga opuesta a la qur tiene la molécula o el
ion. Algunas de las proteinas integrales son: la glucoforina del eritrocito. Los canales
iénicos tienen como funcion establecer el potencial de reposo de membrana, que es la
diferencia de potencial que existe entre el interior y el exterior de la célula y dar forma
a los potenciales de accién, también conocido como impulso eléctrico que es una onda
de descarga eléctrica que viaja a lo largo de la membrana celular la cual modifica su
distribucion de carga eléctrica y otras senales eléctricas mediante la activacion del flujo

de iones a través de la membrana celular.

Los canales i6nicos tienen gran importancia en todos los tipos de células y juegan
un papel relevante en la fisiologia celular. Los mecanismos de transporte se activan
(se abren las compuertas del poro) mediante voltaje, presién, temperatura o segundo
mensajero [50]. Por ejemplo, los canales se abren en respuesta a cambios en el potencial
eléctrico a través de la membrana plasmatica, que es una bicapa lipidica. Para que
el canal pueda seleccionar el ion que va a dejar pasar, se emplean diferentes criterios
como carga, tamano y forma [73, 74, 75]. Conocer el mecanismo de los canales i6nicos
es util para la comprension de las caracteristicas fundamentales de las células. Es bien
conocido que los canales facilitan la permeabilidad pasiva y selectiva de iones como el
sodio, el potasio y el cloruro través de la bicapa lipidica [53, 76, 77]. En la Table 2.2

se realiza un listado de las variables importantes en los procesos de transporte i6nico
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a través de la membrana, y su definicion

Table 2.2: Variables del transporte iénico.

’ Variable o parametro \ Definicién ‘
Concentracion extracelular e intracelular. Cantidad de iones que se
encuentran en cada medio.
Permeabilidad de la membrana. Propiedad que permite que entren

a la célula las particulas,
moléculas, iones, entre otras
sustancias.
Potencial de membrana. Diferencia de potencial
electroquimico entre ambos lados
de la membrana.

2.5.1. Modelo de mosaico fluido

Este modelo fue propuesto en 1972, en el cual todos los fosfolipidos forman una doble
capa mientras que las proteinas integrales estan insertadas en la capa fluida. Los
componentes de la membrana se encuentran en movimiento y no estaticos. En la
Figure 2.2 se muestra la estructura de la membrana celular, la cual tiene diferentes

tipos canales.
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ca2* Epm=10"V/m

K+

Intracelular

Figure 2.2: Esquema de la estructura de la membrana de una célula.

2.6. Meétodo Monte Carlo

2.6.1. Aspectos basicos

Se basa en el uso de niimeros aleatorios para generar trayectorias estocasticas y repre-
sentativas a través del espacio de fases del sistema. Este método ha sido empleado para
resolver integrales en muestras aleatorias. Por su naturaleza, es empleado usualmente
en fisica estadistica. La primera simulacion de este tipo realizada por Metrépolis et
al., [78] se llevé a cabo en Los Alamos en 1953. Desde entonces y debido a los avances
de los equipos de computo, esta técnica ha sido cada vez mas utilizada en diversos

campos donde las fluctuaciones y los procesos estocasticos son importantes.

Debido a su versatilidad y a que en la literatura se han registrado resultados acordes con
los datos experimentales, En fisica computacional, se usa con el objetivo de encontrar

minimos de energia por muestreo en el espacio de fases. Para una simulacién de
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materiales magnéticos y usando un Hamiltoniano, empleando el método Monte Carlo
muestra el espacio de fases con el fin encontrar la configuracién magnética que minimice

la energia.

Una gran ventaja de esta técnica es que no se necesitan todos los estados de un sistema
para encontrar estimativos de los observables fisicos, sin embargo este método conlleva
errores estadisticos y otros generados por la correlacion entre los datos consecutivos

cuando se genera una cadena de Markov.

2.6.2. Cadenas de Markov

Un proceso de Markov, es el mecanismo por el cual, dado un estado p se genera un
nuevo estado v, a partir del estado u, estd dada por la probabilidad de transicién

P(u — v), la cual debe estar normalizada

Y P(p—v)=1 (2.5)

v
En un proceso de Markov estas probabilidades deben cumplir adicionalmente: (1) no
se debe variar a través del tiempo y (2) solo depende de las propiedades del estado
1y v. El uso que se le da a un proceso de Markov en simulaciones Monte Carlo es
para generar una cadena Markov de estados. Para que el proceso de Markov funcione
adecuadamente, la trayectoria del sistema en el espacio de fases, debe cumplir que, la
cadena de Markov es suficientemente larga y si se comienza desde cualquier estado,
el sistema eventualmente debe converger hacia una sucesion de estados dados por

una probabilidad de distribuciéon de Boltzmann, es decir, el sistema debe converger
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a una distribuciéon de estados en equilibrio, donde se deben dar dos condiciones, la

ergodicidad del sistema y el balance detallado [79].

2.6.3. Hipétesis de ergodicidad

La condicién de ergodicidad exige que, en el proceso de Markov, si se parte de cualquier
estado del sistema es posible llegar a cualquier otro estado del sistema, siempre y
cuando exista una cadena lo suficientemente larga. Esta condicion permite hacer cero
algunas de las probabilidades de transicion, pero establece que al menos debe haber un
camino de probabilidades no nulas entre las cuales dos estados se puedan unir. Para

un observable fisico A , matematicamente la hipotesis de ergodicidad se expresa como:

i=1

1 _ . il
(A) = 7 E Ae BEy — Lime, o0 E A, (2.6)
R

2.6.4. Algoritmo de Metrépolis

Es ampliamente empleado en simulaciones Monte Carlo para realizar el muestreo por
importancia [78]. Si se emplea el método Monte Carlo con dindmica de Metrépolis en
un sistema magnético, los nuevos estados para el sistema son generados a partir de un
estado previo, seleccionando un sitio aleatoriamente y actualizando su espin a un espin
de prueba (movimiento de prueba). Si el sistema esta compuesto por N sitios, un paso
Monte Carlo (MCS) se define como aplicar el algoritmo de Metrépolis N veces sobre

el sistema. El algoritmo Metrépolis se define de la siguiente manera:
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1. Escoger aleatoriamente un estado inicial.

2. Calcular la energia de dicho estado inicial (E;).

3. Generar un nuevo estado de energia (estado final).

4. Calcular la energia con el nuevo estado (Ey).

5. Computar el cambio de energia AE=FE; — E;.

6. Generar un numero aleatorio 0 < r < 1 con una distribucién uniforme.
7. Sir <exp-(AE/kgT), se actualiza el sistema al nuevo estado final.

8. Ir al paso 2.

2.6.5. Algoritmo de Gillespie

Con el algoritmo de Gillespie se genera una trayectoria estadisticamente correcta (posi-
ble solucién) de una ecuacién estocéastica. Este algoritmo se popularizo en 1977 usan-
dose para simular sistemas quimicos o bioquimicos de reacciones de manera eficiente
y precisa. El algoritmo es ttil para simular reacciones dentro de las células, en las
que el nimero de reactivos es bajo y hacer un seguimiento de la posicién y el com-
portamiento de las moléculas es factible computacionalmente. También, se usa en
biologia de sistemas computacionales. Matematicamente, es un variacion del método
dinamico Monte Carlo y similar a los métodos cinéticos de Monte Carlo. Los algoritmos
propuestos por Gillespie, se dividen en dos métodos matematicos con formulaciones
diferentes pero que son equivalentes. Se conocen como el método de la primera reac-

cién y el método directo, los cuales estan enmarcados en una funciéon de densidad que
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determina la probabilidad de que ocurra un evento o una reacciéon. Las aproximaciones

de Gillespie se resumen en [80]:

1. Inicializacion: Se inicializa el niimero de moléculas del sistema, las constantes

y el generador de ntimeros aleatorios.

2. Paso Monte Carlo: Se generan dos nimeros aleatorios: uno para determi-
nar la siguiente posiciéon que tomaran las moléculas y el otro niimero se toma
como el intervalo de tiempo. La probabilidad de tomar una posiciéon se elige

proporcianalmente al nimero de moléculas que tiene el sistema.

3. Actualizacion: Se incrementa el paso del tiempo por el tiempo generado aleato-
riamente en el paso 2 y se actualiza las moléculas basadas en el movimiento que

ocurrio.

4. Tteracion: Se vuelve al paso 2 al menos que al menos el nimero de moléculas

sea igual a cero o el tiempo de simulacién se ha excedido.
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3 Metodologia

3.1. Caracteristicas generales del modelo

Para modelar el transporte idnico a través de la membrana, se asume una célula aislada
a la cual se le hace un corte transversal con una altura de 5A. Las variables que se
tuvieron en cuenta para la geometria, se muestran en la Figure 3.1. Se tuvieron en
cuenta el radio intracelular (r;) y el radio celular (r.) para determinar el grosor de
la membrana, la distancia en el medio intracelular (h;) es el espacio en el cual se
pueden mover los iones, que se considera asi porque la célula modelada solo tiene
nicleo en su interior y la longitud de la zona de la solucién extracelular (lesq). Los
canales modelados, son canales pasivos que se consideran como poros no deformables,
los cuales se mantendran activados durante todo el tiempo de simulacién. De acuerdo
a la literatura [49], la relacion entre los volimenes del medio extracelular e intracelular
es 60%, lo cual permite definir el limite maximo de leuq en 17.31 pm. Por tanto leurq

debe cumplir con A\p < lepirg < 17.31 um.
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Figure 3.1: Detalle estructural de la geometria usada en el modelo. Los iones y canales
de potasio (verde), magnesio (rosado), sodio ( rojo), cloruro (cyan) y calcio
(azul oscuro).

Los iones Nat, Kt, Cl=, Ca®t y Mg¢*", con radios iénicos de 1.16 A, 1.52 A, 1.67 A,
1.14 A y 0.86 A, respectivamente [65]. La estructura de cada canal es de un cilindro que
se muestra en la Figure 3.2. Los canales estan distribuidos en las siguientes propor-
ciones 71.43% son canales catiénicos que tienen radios de: 1.17 A para el Nat, 0.9 A
para el Mg**,1.55 A para el KTy 1.15 A para el Ca®ty 28.57% son canales aniénicos
que tienen un radio de 1.70 A. Se conoce que los canales realizan una selectividad de

los iones por carga y posteriormente por tamaro, lo cual indica que por el canal de K+
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pueden pasar todos los cationes; por el canal de Na* pasan también M ¢*>Ty Ca?*, por
el de Ca®™ pasa Mg*" y por el de Mg*Tsolo pasa este ion [81]. La ubicacién inicial de
los canales sobre la membrana se realiza de manera aleatoria y en un orden aleatorio

(Figure 3.2).

b)

Figure 3.2: a)Estructura de la membrana celular y b) estructura de un canal i6nico

En el modelo se tienen como parametros fijos el radio intracelular (r;), el radio celular
(re) v las dimensiones de la celda unidad con los cuales se pueden definir unos valores
fijos, que se muestran en la Table 3.1, los cdlculos de estos valores se muestran en el
Anexo 1. También, se tienen unos parametros de entrada que son la longitud de la
zona extracelular (lez4q), concentracién de cada especie i6nica en el medio extracelular
e intracelular, el gradiente magnético (VB) y los pasos Monte Carlo (MC'S). Con los
parametros de entrada se realizan los calculos que se muestran en la Table 3.2 . Se
tomaron como pardmetros de entrada las concentraciones [49] que se encuentran en la

Table 3.3 para cada uno de los medios. También, se consideran tres valores de l. trq
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que son 15nm, 20nm y 25nm. Ademas, en la Table 3.3 se muestran los valores de las

concentraciones en (%) y el niimero de iones para el medio intracelular (N/").

pm?

Table 3.1: Parametros fijos en el modelo

Parametros fijos

Valores fijos

Calculos
realizados con
los
parametros
fijos

Valores fijos calculados

Radio intracelular (r;)

49.992 um

Volumen
intracelular (V)

1.571 pm?

Numero de
celdas unidad
intracelular

(Nintra )

celdas

12 562 349 697 celdas

Radio celular (r.)

50 pum

Perimetro de la
membrana (l,,)

314.1592 um

Numero de
proteinas en la
simulacién

(nc)

100

Dimensiones celda unidad

5 A

Volumen celda
unidad (%elda)

1.25 x 107 19um3
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Table 3.2: Pardametros de entrada del modelo.

Calculos en funcién de los
parametros de entrada

Parametros de entrada

Longitud zona extracelular (l..-,) Ingresa el Volumen extracelular (V.,iq)

Numero de celdas unidad

extra
extracelular (N&5te )

usuario Ap < legpra < 17.31 um

mFEq

i Concentracion por especie iénica

en (%) en el medio intracelular
pm
y extracelular

Concentracién por especie iénica en (™54) en el

medio intracelular y extracelular.

Numero total de iones
extracelular (N,)

Numero total de iones intracelular
(N:)

Longitud de Debye (Ap)

Gradiente magnético (VB(L)) (1 < VB < 30). | Potencial de membrana de reposo

(Vin)

Pasos Monte Carlo (MCS). 1 MCS =10 ps [82]

iones

Table 3.3: Valores obtenidos de concentraciones en 3

y numero de iones intracelular

para cada especie, a partir de las concentraciones ingresadas en la simu-

lacion.
Ton [ION]mtm(mTEq) []ON]extm(mTEq> [ION]mtm(isfne;) []ON]extra(sznegs)
K+ 141 4.7 84.910 2.830
Na* 10 137 6.022 82.501
Cl~ 4 112.7 2.408 67.867
Ca’t 1x10-3 4.8 0.003 1.930
M g** 62 2.8 18.668 1.445

Respecto al medio extracelular considerando [l¢.4-, como 15 nm, 20 nm y 25 nm, en la
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Table 3.4 se muestran los valores de iones en el medio extracelular. Para l..., como

15 nm, 20 nm y 25 nm. Los valores de niimero de celdas y volumen extracelular se

muestran en la Table 3.5

Table 3.4: Ntumero de iones del medio extracelular, [..4rq : 15 nm, 20 nm y 25 nm

N con N con N con
Ion Niion lea:tra =15 leactra = 20 leztra =25
nm nm nm
K™ | 6 665 630 1 000 1334 1 668
Nat 472 739 29 167 38 893 48 621
Cl~ 189 095 23 993 31 994 39 997
Mg?* | 1465 493 298 397 496
Ca*t 23 510 681 852
Total | 8 792 980 54 968 73 299 91 634

Table 3.5: Ntumero de celdas y volumen extracelular con lc.s 15 nm, 20 nm y 25 nm

De acuerdo con las concentraciones dadas como parametros de entrada, las longitudes

’ le:ptra (nm) ‘ Nfgﬁgﬁ ‘ ‘/eztra (m3) ‘
15 37 704 766 | 4.713 x 107
20 50 275 535 | 6.284 x 10~
25 62 847 561 | 7.855 x 10!

de Debye para cada medio son las siguientes:

Longitud de Debye intracelular (Ap,) Ap, = 6.07 nm.

Longitud de Debye extracelular (Ap,) Ap, = 5.03 nm.

Los calculos de la Table 3.3, la Table 3.4 y la Table 3.5 se explican en base al Anexo

1.
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3.1.1. Condiciones iniciales

1. Las proporciones de los iones K+, Nat ,Cl=, Ca*t y Mg*" en el medio in-
tracelular y extracelular, respectivamente son: (64.98%-1.79%), (4.61%-52.29%),
(1.83%-43.02%), (0.45%-1.83%) v (28.57%-1.068%).

2. Solo esta permitido que la variacion del potencial con respecto al potencial de
equilibrio, por cada tipo de ion sea un maximo de 5% del valor inicial que se
considera el sistema, para cumplir la homeostasis. Para que se de esta condicién,
se genera un numero aleatorio (7y): 0.00 <7 < 5.00, que indica el cambio en el

potencial de cada especie.

3.2. Hamiltoniano del sistema

Para el modelamiento del transporte i6énico a través de la membrana, se implement6 el
Hamiltoniano que se muestra en la Equation 3.1. Para construir el modelo, se partieron
de varias estudios realizados previamente. De acuerdo con las ecuaciones PNP, los iones
son cargas puntuales, que tienen un tamano finito y son esféricos [83]. A partir de los
estudios de Dindmica Molecular se tomo la equivalencia de pasos Monte Carlo (M C'S)
a microsegundos ps [82] y a partir de Dindmica Browniana se tomaron en cuenta
las fuerzas de friccidon y electrostaticas y ademads, las caracteristicas de permeabilidad
que tiene la membrana [84]. Para el Hamiltoniano, se tomaron en cuenta diferentes
contribuciones energéticas; el primer termino hace referencia a la contribucién del

campo eléctrico, el segundo termino es debido a la fuerza de interaccién entre los
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iones, el tercer termino es la contribuciéon debido a la fuerza de fricciéon de los iones
cuando pasan por la membrana y el ultimo termino es la contribucién debido a la

energia magnética al someter la célula a un campo magnético.

qi * 4 — 1 B? 2
H—q AU +k i Gmep o AT — = Ay - cos20) (3.1
q + @J»*ﬁj T-0-fi-V 5 uo(xﬁr X - cos“0) (3.1)

siendo q el valor de la carga de cada ion, AU es la variacion del potencial que se calcula
de acuerdo a la ecuaciéon de Goldman, k la constante de proporcionalidad que tiene un
valor de 8.99 x 109Né—’§2, ri; la distancia entre cada par de iones, g es el radio de cada
ion, p es la viscosidad cinematica del fluido (se toman valores del aceite de oliva [85])
, v es la rapidez con la que se mueve el ion en el medio y se calcula de la acuerdo a
la Equation 3.2 [86], Ar es el cambio en la posicién del ion, B es la densidad de flujo
magnético en un medio lineal el cual esta en la misma direccién del campo eléctrico ,
1o es la permeabilidad magnética en el vacfo 4m x 1077 N - A~2, Ay =x, — x| es la
diferencia entre las susceptibilidades, x, es la susceptibilidad magnética perpendicular
al eje donde se ubican los canales iénicos (eje radial), x| es la susceptibilidad magnética
paralela al eje y 6 es el angulo que se forma entre la posicién de cada ion con el eje

[87]. En la Figure 3.3 se muestra como se aplica el campo magnético en la célula y

como se toman los valores de x| y x1.

reg-(pi — py)
L

(3.2)

donde g es la aceleracion gravitacional con un valor de 9.80 73, p; la densidad del ion
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y ps la densidad del fluido.

\
5
\

~ | T _ / / / /
- - f f ! / f

\

\

Mh 444
\\.\ Vo ,‘/ /./

\ /
\ /
/

i

Figure 3.3: Esquema de la manera como se somete la célula a un campo magnético
generado por dos placas.

3.3. Movimiento de los iones

El movimiento se define de acuerdo a las condiciones biolégicas establecidas.

1. Se calcularon las concentraciones en el medio intracelular y extracelular, con el
objetivo de saber en que medio se tenia mayor concentracion y en que direc-
ciéon iba a comenzar el movimiento para cada tipo de ion, llevandose a cabo el

movimiento por gradiente de concentracion.
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20

. De acuerdo al algoritmo Metrépolis se eligio de manera aleatoria una posicién

en el medio donde empieza el movimiento de los iones (r1), posteriormente se
identificé que ion se encontraba ahi ubicado y se calcul6 la energia F; (Ecuacion

3.1).

. Para el movimiento de los iones dentro de la cuadricula se tuvo en cuenta que,

por cada celda unidad solo podia estar un ion y también se consideraron las
interacciones con los iones a su alrededor (primeros, segundos, terceros, cuartos

hasta n-vecinos) de cada ion.

. Después, se hizo que el ion se mueva de acuerdo a la probabilidad y queda en

una nueva posiciéon ro calculando una nueva energia Fjs.

. Se compararon las dos energias, si Fy < FEj, se acepta el movimiento hasta que

llegue a la posicion junto al canal, donde se movera al otro medio a través del

canal que corresponde a cada ion.

. Si Ey > E; se calcul6 un valor de probabilidad w:

w = exp(?fﬁf) (3.3)

se gener6 también un ntmero aleatorio (t) entre 0 y 1. Si ¢ < w se acepta el
movimiento y se mueve de acuerdo a la probabilidad hasta llegar a la posiciéon

junto al canal. Sit > w se vuelve al paso 4.

. Para relacionar el movimiento de los iones con el tiempo, cada intento de mover

un ion (MCS) equivale a un A t.

. El potencial de membrana y la concentracion para cada tipo de ion se calcularon

cada vez que un ion pasaba de un medio a otro.



3.4. CALCULO DE OBSERVABLES

9. La condicién de parada se dio cuando se cumplieron la cantidad de pasos Monte

Carlo que se establecieron al comienzo de la simulacion.

3.4. Calculo de observables

3.4.1. Potencial de reposo

Por regla general, cuando el potencial de membrana se determina para dos o mas
especies, se calcula de acuerdo a la concentracion y la permeabilidad para cada tipo

de ion y de acuerdo a la ecuacién de Goldman se halla el potencial de membrana:

RT PK+ . [KJF]G + PNQ+ . [Na*]e + Ple . [Cli]l + Pca2+ . [CGQJr]e + PMg2+ . [Mg2+]

e

V= +t—0L
F " PK+ . [Kﬂl + PNa+ . [NCI,"']Z- + Poyr- - [Cl']e + P0a2+ . [Ca2+]i + PMg‘2+ . [Mg2+]i

(3.4)

siendo R es la constante universal de los gases , T" es la temperatura absoluta del sistema
que en este caso es 308.15 K, F' es la constante de Faraday 96 485.336 5 C/mol. P+,
Peoi-, Poget+ s Prg+y Pnot son las permeabilidades de cada tipo de ion en las siguientes
proporciones Py +:Poi—: Prgt:Pryget: Poget = (1:0.45:0.04:0.09:0.11), [K*], [Na™], [CT],
[Ca®*] y [Mg*>"] son las concentraciones de cada tipo de ion y los subindices i y e

indican que estan en el medio intracelular y extracelular, respectivamente.

= Incluyendo campo magnético
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Al tener en cuenta el efecto del campo magnético para el transporte iénico a través de

la membrana, el potencial de reposo de membrana se calcula de la siguiente manera:

V.o :I:EL P+ [K+] + Pyo+ [Naﬂe + Por [Ol']l + P+ [CCL2+]€ + Ppyge+ [M g>7]
"o F P+ [Kﬂ + Pro+ [Naﬂi + Por [Cl_]e + Prgor [C’a2+]i + PMgH [MgZ+]

(3.5)

e

%

p |aB],

dl

Y

siendo e la carga del electréon, z la valencia de cada especie i6nica, p es el momento

magnético de cada ion que se definen de la siguiente manera: py.+ = 2.22 p,, px+ =

0~ 27J

@

0.39 fin, Por- = 0.82 i, pogz+ = 0.00145 piy, y pargz+ = 1.2 py, con py, = 5.05 x1

que se deduce de la relacién L2 =~ 18.36 con pup = 9.27400968 x 10724 y el

2\[#0

gradiente magnético que se calcula de la siguiente manera M: tomando p,Mp en
un intervalo aproximado de (1.0 — 1.2) T en el cual Mg es la magnetizacién remanente,
el gradiente depende de la forma como se va generar el campo magnético, en este caso
se toman dos placas paralelas [88] a una distancia &~ 1 pm. La base para elegir los

valores de gradiente magnético con los cuales se realizaron las simulaciones, se partio

del estudio realizado por J. Torres et al [89].
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3.5. ALGORITMO DE GILLESPIE

3.4.2. Corriente idOnica

Es el flujo de iones que atraviesa cada canal, que es capaz de producir rapidos cambios

en el potencial de membrana. Se calcula de acuerdo la siguiente ecuacién:

j q - tonesy,

- MCS- At (3.6)

de la ecuacién 1.7, MC'S son los pasos Monte Carlo, tones, son el nimero de iones
que han pasado y A t la equivalencia de un MCS en funcién del tiempo, para este caso

At =10 ps [27].
3.4.3. Presion Osmotica

La presion osmotica se calcula de la siguiente manera:

AT = Textra — Tintra (37)

en la cual Teprq = [Lon] x R« Ty Tintra = [Lon] x* R*T con R como constante

extra intra

J

molx K

universal de los gases 8.314472 ( ) vy T como la temperatura 308.15 K.

3.5. Algoritmo de Gillespie

El objetivo de usar éste algoritmo es realizar la validaciéon del modelo que se planted

anteriormente usando el método Monte Carlo. El algoritmo de Gillespie se basé en el
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método directo porque cuando ocurren mas de tres sucesos, es el mas adecuado y se

siguieron los siguientes pasos [80]:

54

. Célculo de la probabilidad (ay/) de que el ion se mueva a otro sitio (Rys), teniendo

en cuenta las condiciones iniciales de la subsection 3.1.1 y los pardmetros de la

Table 3.1 y la Table 3.2.

. Calculo ar para cada uno de los posibles posiciones del ion.

. Se determina un ntmero aleatorio de distribucién uniforme r; y se calcula el

tiempo 7 (tiempo estocdstico) para cada una de las Ry mediante la siguiente

ibn: T = L 1
expresion: 7 = _-Ln(.-).

. Se genera un nimero aleatorio de distribucién uniforme ry que esté entre [0, 1].

. Se divide cada uno de los a,; entre ar y con ry evaltia en que suceso se encuentra

an—
=M1 < T2 S M.
ar ar

. Se ejecuta con el tiempo conocido 7 y el evento conocido (calculado en el paso

5) .

. Se hace un recuento de los iones.
. Se calcula el tiempo acumulado.

. Se repiten todos los pasos, a partir del paso 1 hasta que T,cumuiado > Tde finido-



4 Resultados y Analisis

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos a partir del modelo descrito en
el chapter 3. Primero, el efecto de la longitud del medio extracelular en el potencial
de reposo. Después, el comportamiento del potencial de membrana de cada especie
ionica y de la concentracion ionica intracelular. Posteriormente, se analiza el poten-
cial de reposo considerando un gradiente magnético con el fin de obtener el plano
de fase entre la energia potencial eléctrica (potencial de membrana) respecto de la
energia de estimulacién (campo magnético). Adicionalmente, se muestra la corriente
ionica intracelular para cada tipo de ion, para obtener la relacion entre el potencial de
membrana y la corriente. Finalmente, la presién osmética considerando el efecto del

gradiente magnético.
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4.1. Efecto de la longitud del medio extracelular en el

potencial de membrana

lextra=15nm
—— lextra =20nm
/extra =25nm

Potencial de Membrana

° 500

1000

1500
MCS(J 05300 2500

3000

Figure 4.1: Potencial de membrana variando leg ;.

La Figure 4.1 muestra el potencial de membrana en funcién de los pasos Monte Carlo
(MCS), variando la longitud del medio extracelular (leztra), con legrq = 15nm (azul),
leztra = 20nm (naranja) y legtra = 25nm (verde). Para los tres valores de leyirq
el potencial de membrana se comporta de la misma manera y en una vista 2D se
solaparian. El comportamiento en los tres casos es el mismo, debido a que asi él
numero de iones para cada l..., es diferente como se muestra en la Table 4.1, los
cambios en las concentraciones idnicas para todos los casos de I, Suceden de la
misma manera porque para las tres longitudes se mantuvieron iguales los valores de
concentraciones ionicas iniciales. Se definié que la longitud extracelular debe cumplir

con A\p < lezpra < 17.31 um, con la finalidad de mantener la condicién de que los iones
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4.2. POTENCIAL DE EQUILIBRIO PARA CADA ESPECIE IONICA

esten altamente diluidos [90], el maximo valor de loz4 = 17.31 um, usando la relacién
de volumenesV, 40 = %‘/;ntray que es el maximo valor que puede tomar el V., [50].
Para las simulaciones se defini6 l .4 = 15 nm, porque con este valor se asegura que el

medio extracelular no estaria invadiendo el espacio en el que se encontraria otra célula.

Table 4.1: Numero total de iones extracelular (N,) y volumen extracelular (Viziq)

’ lextra ‘ Ne ‘ Vvextra (,Um?)) ‘
15 nm | 54 968 | 4.713 x 107!
20 nm | 73 299 | 6.284 x 1072
25 nm | 91 634 | 7.855 x 1072

4.2. Potencial de equilibrio para cada especie idnica

La Figure 4.2 muestra el potencial de reposo para cada especie iénica en funcion del
tiempo, tomando Il = 15nm. Se tomd la equivalencia de 1 MCS = 10 ps, de
acuerdo con Aponte et al., [82]. La amplitud de las fluctuaciones del potencial para
cada especie iénica fueron: Ca?* = 1.85mV, Mg*t = 9.15mV, Cl= = 16.0mV,
Nat = 520mV y KT = 11.0mV. El comportamiento del Ca®* fue cuadrado y
periédico debido a que esté tipo de iones tiene 0.45% de la concentracién total de
iones (23 iones en el medio intracelular de Ca®*"). Para el Mg*Ten comparacién con
Ca®* las fluctuaciones son mayores, debido al porcentaje de iones es 28.57 en el medio
intracelular, por cada ion Ca*" hay 63 717 iones Mg*". En el caso del Cl es el tipo
de ion que presenta la fluctuacion mas alta en el potencial, lo cual se debe a que tiene
28.57% del ntimero total de canales haciendo que se movilicen un mayor nimero de
iones comparado con otras especies iénicas Ca?*, M¢?>T, Kty Na™. Para Nat y K'las

fluctuaciones se deben por las proporciones de las concentraciones y el niimero de iones.
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Las constantes fluctuaciones del potencial de membrana para las cinco especies ionicas,
se debe al constante movimiento de los iones a través de la membrana, al pasar un cierto
numero de iones de un medio a otro a través de los canales iénicos hay una variacion
en las concentraciones. Para definir en que punto las concentraciones van a cambiar
de direccion se calcula un limite para variaciéon en la concentracién, para conservar
el equilibrio homeostatico, el limite de las variaciones de las concentraciones se define
de manera aleatoria al comienzo de las simulaciones, con el fin de que se asemeje el
comportamiento estocastico que sucede en la naturaleza. Este tipo de comportamiento
esta previamente reportado por Ramirez et al., [91] quienes estudiaron poros cénicos

recubiertos con grupos anféteros de lisina.
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Figure 4.2: Potencial de reposo para cada especie i6nica Ca?*, Mg¢**,Cl~, Naty K+

y en funcion del tiempo, tomando 1 MCS= 10 ps.
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Figure 4.3: Concentracién intracelular de cada especie ionica en funcién del tiempo.

La Figure 4.3 muestra la concentracién intracelular de cada especie i6nica en funcién

del tiempo. Para las simulaciones se consider6 que la célula inicialmente se encontraba

en equilibrio electroquimico. En los cinco casos se mantiene la misma tendencia de

la Figure 4.2, ya que para obtener los valores del potencial se calculan de acuerdo

a las variaciones en las concentraciones de cada especie idnica. Las concentraciones

de Ca?Ty Na* tienen una variaciéon menor en comparacién con las de los iones KT,
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4.3. CONCENTRACION INTRACELULAR DE CADA ESPECIE IONICA

Cl~y Mg?* tienen . Las variaciones de las concentraciones para los iones Ca?" es de
1.22107° £%; para el Nat es de 0.35 224 ; para Cl~ es de 2.4 E4; para Mg** es
de 2.4 mTEq y para el Ktes de 45 mTEq. Comparando las variaciones de los iones KT,
Cl~y Mg*", se evidencia que para el K*su variacién es mucho més amplia, la cual
se debe a que para KT el niimero de iones es 31 836 y su movimiento por gradiente
de concentracion se realiza del medio intracelular al extracelular, lo que hace que se
deban mover muchos mas iones para que sucedan cambios en la concentracién. Para
el C'l~ la amplitud en las fluctuaciones, se debe a que por gradiente de concentracion
el movimiento de este tipo de iones se realiza del medio extracelular al intracelular y
para que la concentraciéon intracelular cambie tienen que entrar y salir constantemente
aproximadamente diez veces el niimero de iones de C'a®*. Y para el Mg¢?**, la amplitud
en las variaciones de la concentracion se debe a que es el segundo tipo de ion con mas
numero de iones en el medio intracelular, por lo cual deben moverse aproximadamente
siete veces el niimero de iones de C'a®t, para que ocurran cambios en la concentracion
intracelular. De acuerdo a las tendencias mostradas en la Figure 4.3, se evidencia
que los iones que mas van afectar el comportamiento del potencial de membrana son
K*, Cl™y Mg**, porque son los que presentan las fluctuaciones mas grandes en sus
concentraciones intracelulares. Sélo se toma en cuenta comportamiento intracelular,
porque experimentalmente las medidas que se realizan en una célula son en el medio

intracelular de las células.
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4.4. Potencial de reposo considerando el campo

magnético

Potencial de Membrana

— G;=30Tm"!
—— G;=25Tm"!
G;=20Tm™!

— "Gi'= 0Tm~1
‘\l L)

=70

0.0 0.5 1.0 15 A
time(s) le-8

Figure 4.4: Potencial de membrana en funciéon del tiempo, variando el gradiente mag-
nético: G; =30Tm™1, G, =25Tm™ 1, G, =20Tm 1y G; =0.0 Tm™1.

La Figure 4.4 muestra el potencial de membrana considerando el efecto de un gradiente
magnético y en funcion del tiempo. Los valores de gradiente magnético se eligieron con
base en reportes que usando un gradiente de orden 20 T'm ™! se presentan cambios en
el potencial de membrana [92]. Los elementos que son capaces de producir este tipo de
gradientes magnéticos son dos placas configuradas cara a cara a cierta distancia [88],
las cuales generan campos magnéticos con gradientes magnéticos intensos. Se observo,
que con el incremento del valor del gradiente magnético, el potencial de membrana de
reposo se hace mas positivo, este tipo de comportamiento se debe a los aumentos que
hay en la concentracién intracelular para los cinco tipos de iones que se simularon (ver
Figure 4.3). Tomando en cuenta las contribuciones energéticas que se describen en la
Equation 3.1, el termino que incluye la energia magnética fue el que mas le contribuyo

al sistema, porque al incluir este termino se presentan cambios en las concentraciones
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y el potencial de membrana, debido a que los medios intracelular y extracelular tienen
comportamiento paramagnético y el movimiento de los iones en estos medios puede ser
afectados por gradientes magnéticos intensos (HGMF) [88]. Los aumentos del potencial
se deben a que inicialmente los iones tienen una velocidad inicial que es paralela a
los vectores de campo magnético que permanece constante, al estar sometidos a un
campo magnético los iones describen un movimiento paralelo al campo magnético, asi
generando aumentos en la concentracion. Cuando el sistema esta sin efecto de un

campo magnético los iones se mueven debido al gradiente de concentracion.

4.5. Plano de fase

—— t=21.0ns

T T T T T T
—60 -50 —40 -30 -20 -10

Um(mVv)

Figure 4.5: Plano de fase entre el gradiente de fase magnética vs energia potencial.
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Table 4.2: Valores del potencial de membrana con diferentes gradientes magneticos
para t = 21 ns

G(Tm™)] o0 | 20 [ 25 | 3 | 3 [ 40 | 45 |
| Un (mV) | -58.667 | -56.578 | -49.462 | -38.454 | -26.151 [ -14.256 [ -3.154 |

En la Figure 4.5 se muestra el plano de fase entre el gradiente de fase magnetica
respecto a la energia potencial eléctrica (potencial de membrana) para t = 21 ns. Se
muestra la relacion que tienen los tipos de energia, generando un acople entre las
energias. El acople de las dos energias hace que se establezca una relacion entre ellas,
lo cual indica que con el aumento del gradiente magnético el potencial de membrana
toma valores cercanos a cero. La relacion entre las dos variables no es lineal debido a
que el movimiento de los iones se realiza de manera aleatoria. Para este modelo de una
célula aislada, considerando dos placas paralelas puestas cara a cara, se encontré que
para valores mayores de G; = 40 T'm ™! se acerca a valores de potencial de membrana
cercanos a cero, son valores en los cuales la célula no tiene un funcionamiento adecuado

y afecta funciones vitales de la célula.
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4.6. Corriente ionica en funcién del tiempo
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Figure 4.6: Corriente en funcion del tiempo, variando el gradiente magnético: G; = 30
Tm 1, G;=20Tm 1, G, =15Tm 1y G, =0.0 Tm™1.

La Figure 4.6 muestra la corriente iénica en funcion del tiempo considerando los gra-
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dientes magnéticos. La corriente se calculé haciendo la cuenta del numero neto de
iones que pasan el canal por pasos Monte Carlo (MC'S). Para los iones Naty Ca**se
observa que la corriente iénica aumenta en los primeros pasos llegando a un punto
maximo y con el tiempo esta va llegando a sus valores minimos, este comportamiento
se debe al movimiento de los iones; adicionalmente, se considera el efecto del gradiente
magnético con el cual se presentan los cambios que corresponden al de la Figure 4.3.
El comportamiento para NaTy Ca?* esta previamente reportado para la simulacién
por medio de dindmica browniana de canales de Gramicidina A [93, 94]. Para Cl la
tendencia es contraria que para el NaTy el Ca®*, debido a que su carga es —1. Los
aumentos debido al gradiente magnético se deben a los cambios en las concentracion
intracelular y extracelular de C1~. Para Kty Mg*", la tendencia corriente iénica llega
a un punto maximo y luego cae a un minimo y posteriormente aumenta para llegar
a otro minimo, el comportamiento descrito se debe a las variaciones en las concentra-
ciones de los iones Kty Mg** que se muestran el Figure 4.3. Al igual que Zou et al.,
[95] las corrientes i6nicas siempre tienden a estabilizarse. Ademas, se observa que para
el caso de los iones Na™,Cl™ y KT el aumento en la corriente iénica es mucho mayor
que para los iones M ¢?" y C'a®**al estar sometidos a un campo magnético, esto se debe
que el gradiente magnético favorece mucho més el movimiento de los iones Na™,Cl~

y KT.
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4.7.
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Figure 4.7: Corriente en funcién del tiempo, variando el gradiente magnético: G; = 30
Tm=1,G;=20Tm™1,G;=15Tm 1y G; =0.0 Tm™1.

La Figure 4.7 muestra la relacion entre la corriente i6énica intracelular y el potencial

67




Chapter 4 CHAPTER 4. RESULTADOS Y ANALISIS

de membrana, para las cinco especies idnicas, con una relacion lineal entre las dos
variables como en otros estudios reportados para canales iénicos [82, 42, 18, 96, 97].
La relacién entre la corriente idncia y el potencial de membrana indica que la membrana
celular se comporta como una resistencia eléctrica, debido a que se comporta como la
ley de Ohm, esta ley establece que si pasa corriente por una resistencia se creara una
diferencia de potencial a ambos lados de la resistencia que variara linealmente con la
intensidad de corriente, lo que indica que debido al constante paso de iones a través
de los canales de membrana se da el potencial de membrana. Con la la adicién del
efecto del gradiente magnético, se muestra que para las cinco especies idnicas hay un
aumento en la relacién de las variables, esto se debe a que el termino de la energia
magnética tiene los mayores aportes en el sistema del transporte iénico a través de la

membrana.
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4.8. Presidon osmotica
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Figure 4.8: Presion osmética en funcién del tiempo, con gradiente magnético: G; = 30
Tm=1,G;=20Tm™1,G;=15Tm 1y G; =0.0 Tm™1.

La Figure 4.8 muestra la presiéon osmoética en funciéon del tiempo considerando el efecto
del campo magnético. Mostrando que a medida que se aumenta el gradiente magnético,
la presion osmotica aumenta como se observa en la subfigura. Este aumento de la pre-
sion osmoética favorece el flujo de iones hacia la célula y podria influir en los aumentos
del potencial de membrana. Biolégicamente, este aumento en la presion osmotica gen-
era cambios en la permeabilidad de la membrana, como lo reportaron Stange et al.,
[98] mostrando cambios para valores de campo magnético por debajo de 100 mT. Otros

autores han explicado los efectos magnéticos debido a las variaciones de la corriente
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ionica inducida a través de la membrana celular, lo que resulta en variaciones en la
presién osmética. Desde el punto de vista biologico, el aumento en la presiéon osmética
se observaria como una deformacion en la célula, esta deformacién se evidenciaria por
medio de un microscopio como un alargamiento en la direccion que se le aplique el
campo a la célula, pasando de una forma esférica de la célula a una forma ovalada.
Adicionalmente, los cambios en la presiéon osmoética aceleran los procesos quimicos
relacionados con la hidrolisis. Al igual que en las propiedades como el potencial de
membrana y la corriente idnica intracelular, incluir el efecto del gradiente magnético

genera efectos en la presion osmotica.

4.9. Validacion del modelo

— Gillespie

] — Monte Carlo

—65 1

tiempo(s)

Figure 4.9: Validacién del modelo planteado con Monte Carlo usando el algoritmo de
Gillespie.

Para realizar la validacion del modelo propuesto en chapter 3, se uso el algoritmo de
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Gillespie debido a que es una aplicaciéon del método Monte Carlo. En la Figure 4.9
se muestra el potencial de membrana en funciona del tiempo con el método Monte
Carlo (verde) y el algoritmo de Gillespie (rojo). Para los dos casos se observé que se
mantiene la misma tendencia con lo cual se evidencia que el algoritmo de Gillespie se
adapta al modelo, mostrando unas variaciones hasta del 3% en los valores del potencial,
las diferencias se le pueden atribuir a la forma de calcular los pasos Monte Carlo del
algoritmo de Gillespie, ya que cada vez que se cumple un paso Monte Carlo se recalcula
la diferencia entre los pasos. El objetivo de la verificacion del modelo es garantizar que
la implementacion del modelo sea correcta y sus resultados se den de la manera mas

eficiente.
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5 Conclusiones y Recomendaciones

5.1.

Conclusiones

Para desarrollar el modelo del transporte iénico a través de la membrana se tu-
vieron en cuenta las dimensiones de la célula (r; y ), cinco especies de iones
(K*, Na*, Cl=, Mg*" y Ca*"), la condicién de los iones que deben estar al-
tamente diluidos y las contribuciones energéticas debido al campo eléctrico, la
fuerza de interaccién de los iones, la fuerza de friccion y la fuerza debido a un

campo magnético.

Los iones que presentan mayores fluctuaciones en su amplitud y tienen méas con-
tribuciones en el potencial de membrana son los iones K+, Cl~ y Mg**, porque
son los tipos de iones que presentan mayores cambios en sus concentraciones

i6nicas comparado con los iones de Naty Ca?*.

El incremente en el valor del gradiente magnético produce un aumento en el valor
del potencial de membrana, mostrando que para valores de G; > 40 T'm~! para el
modelo desarrollado en esté trabajo, llevaria a valores en de potencial de reposo

en los cuales la célula ya no cumple todas sus funcionalidades.
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5.2. Recomendaciones

5.2.1. Significancia y contribuciones

El trabajo se realizé en marco de la magnetobiologia con el fin de desarrollar un modelo
estocastico con el cual se pudiera incorporar el efecto del campo magnético en el trans-
porte idnico a través de la membrana. Los modelos que se conocen en la actualidad
para estudiar el transporte i6nico, son principalmente estocasticos, como es el caso del
método Monte Carlo el cual nos brinda opciéon de considerar los sucesos como proba-
bilidades. El aporte de este trabajo, ademéas de ser uno de los pocos reportados usando
el método Monte Carlo con el algoritmo Metrépolis, es que a diferencia de Dinamica
Browniana o Dinamica Molecular en los cuales se puede modelar el transporte iénico a
través de un canal especifico, en este trabajo se modelaron un grupo de canales iénicos
ubicados en la membrana de la célula. Adicionalmente, para construir el modelo se
tomaron en cuenta varios trabajos ya realizados en el marco del transporte iénico, con
la finalidad de realizar un modelo que integrara la energia debido al campo eléctrico,
a la fuerza de interaccion entre los iones, la fuerza de friccion y la fuerza magnética

generada por un campo externo.

5.2.2. Limitaciones de la tesis

Debido a que los procesos del transporte idnico transmembrana se llevan a cabo en
escalas de tiempo muy pequenas, el tiempo de computo que se requiere es muy alto.
Adicionalmente, s6lo se considero una secciéon de la célula para reducir el costo com-

putacional. Debido al alto costo computacional, los resultados obtenidos solo alcanzan
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la escala de los nanosegundos.

5.2.3. Trabajos futuros

= En un trabajo futuro se puede pasar de considerar una sola secciéon de una célula

a toda una célula en forma esférica.

= Para considerar el efecto del campo magnético en este trabajo se planteo que el
campo magnético se genera a partir de dos placas paralelas puestas cara a cara,
en un estudio posterior se pueden considerar diferentes formas de generar campos

magnéticos con altas magnitudes de gradientes magnéticos.

= En trabajos futuros se pueden considerar tiempos de simulacién mas largos con
el fin de encontrar una tendencia mas evidente en los calculos de los potenciales

de membrana, corriente iénica y presiéon osmotica.

= Dado que los estudios por Monte Carlo son muy pocos, se podria plantear con
ayuda de Dinamica Browniana o Dinamica Molecular considerar estructuras

diferenciadas para cada canal.
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6 Anexo: Calculo de las variables de

la metodologia

En este anexo se explican los calculos que se realizan con el modelo empleando los
parametros fijos y los parametros de entrada. Primero, se explican los calculos que se
realizan con los parametros fijos con los cuales se calcula el volumen ocupado por
la solucién intracelular (V;), el volumen de celda ( Vigge = 1.252107%% pum3) que
tiene de lado 5 A, el ntimero de celdas intracelular (N4)  la longitud de mem-
brana (I,,,) v la densidad de canales (0cqnaies). Posteriormente, se explican los célculos
con los parametros de entrada que permiten calcular el volumen extracelular (Veuiq),
el ntimero de celdas extracelular (N2 ) el nimero de iones en cada medio por especie

celdas

(N°Iones™medie ) v la longitud de Debye para cada medio (Ap).

especie

6.0.1. Calculos con los parametros fijos

» Con el valor del radio intracelular (r; = 49.992 um), se calcula el volumen in-
tracelular, en el modelo este volumen se obtiene con una longitud del medio

intracelular ;. de 15 nm, que sera el ocupado por la solucién iénica (V;) y el
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ntimero de celdas unidad intracelular (N7 ) el volumen intracelular se calcula

de la siguiente manera:

Vi = 2% T % Lipgra * 77 = 3.7494210™* pm? (6.1)

Teniendo el volumen ocupado por los iones y el volumen de la celda unidad se calcula

el namero de celdas intracelular

Nintra Y7y e = 374947104 um® /1.252107 0 pm (62)

celdas

= 2.999 849 520 x 10? celdas

» Con el valor del radio extracelular (r. = 50 um), se calcula la longitud de la
membrana (l,,,) , la superficie de la membrana Super ficiei v €l nimero de

canales i6nicos (n.), los cuales se calculan de la siguiente manera:

= 2% T*r, = 2% 75210 °m = 314.1592um (6.3)
La densidad de canales esta dado por:
1 .
Ocanales — m * Superfzczetotal (64)

de la cual Super ficie,pq = 4.2725 x 10710 m?2, obteniendo o .gnares = 2.1325 x 10719

m?, correspondiente a 100 canales iénicos.
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6.0.2. Parametros de entrada

6.0.2.1. Longitud de la zona extracelular

Con la longitud de la zona extracelular (loz4q) que se ingresa inicialmente Ap < lezprq <
17.31pum, se puede calcular el volumen extracelular (V...,) vy el nimero de celdas

unidad en el medio extracelular (N5 )  los cuales se calculan de la siguiente manera:

Vewtra =T % (Te + logtra) > * h — T %12 % h (6.5)
Nf;%; = ‘/emtra/‘/celda (66)
6.0.2.2. Concentracion por especie i6nica en (mTEq) en el medio intracelular y

extracelular

Para obtener el nimero de iones con la que se realiza la simulacién, primero se debe

convertir cada concentracién de (29) a (%om3 ). Primero, se parte de las concentra-
. . . ... . . Eq
ciones que ingresa el usuario al inicio de la simulacion, las cuales se dan en = y se van

iones
P«m3 )

a convertir a las cuales se realizan de la siguiente forma:

[]ON]-M:lO*Eq)(< Eq—g masain(g) 1x1073mol 6.022x10%iones 1L
*

ION medio —
[ Jmea L 130103Eq>‘< 1Eq—g masa,-on(g)* 1mol *0.001m3
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(6.7)

iones

La ecuacién 7 se usa para calcular las concentraciones en s bara los iones KT, Na™y
Cl~. Para el caso de las conversiones de las concentraciones de los iones M ¢*>* y Ca?™,

se usa la ecuacién (7) multiplicada por 0.5.

iones

Conociendo las concentraciones en s Y el volumen de cada medio en pum3. Se
procede a calcular el niimero de iones por especie que pueden estar en cada medio, el

numero de iones se calcula de la siguiente manera:

N°Tones™ 4 =V, aio * [ION]medio (6.8)

especie

Para obtener el niimero total de iones en el medio intracelular (V;) y extracelular (NV,),

se suman los valores de las especies iénicas que corresponden a cada medio.

6.0.2.3. Longitud de Debye
La longitud de Debye indica la distancia en el medio intracelular y extracelular en

los cuales se consideran los efectos del campo eléctrico, esta longitud se calculo de la

siguiente manera:
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ereokgT
A=Al oo )
QNAQQI (6 9)

De la cual &, = 8.854 187 817 x107 12, (Permitividad en el vacio)

g, = 2.8 (Permitividad relativa)

kp = 1.3806485221072%Z (Constante de Boltzman)
T = 308.15 K (Temperatura)

N4 = 6.022210%* (Ntmero de avogadro)

e =1.602 176 x 107 (Carga del electrén)

I se conoce como la fuerza idnica de una disolucion que se halla en funcién de las

concentraciones de la siguiente manera:

N
I.==Y Cpzp (6.10)
B=1

DN | —

de la cual C'g es la concentracién molar de cada especie que se muestran en la Table 3.3

y zp es la carga del i6n .
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