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Resumen

La senal de contraccién muscular es enviada a través de una motoneurona y
es captada en los miocitos. Estas células reciben la sefial y activan un potencial
de accion asociado a un pulso de calcio que envia la sefal ultima de contraccion
dentro de los miocitos. Dentro de este proceso se involucra una gran cantidad de
elementos, como son el ATP que provee la energia para la contraccion, las protei-
nas actina y miosina dentro del musculo y los iones asociados a los potenciales
de accion. En este trabajo se plantea un método para dilucidar el funcionamiento
del sistema muscular en tiempo continuo en una manera que dificilmente puede
ser lograda de forma experimental. Se utiliza un modelo propuesto por Muang-
kram, Noma, y Amano (2017) en musculo cardiaco y se incorporan elementos de
excitacién como los propuestos por Herrera-Valdez (2018) para, aprovechando
las similitudes entre distintos tipos de fibras musculares, desarrollar un sistema
que permite estudiar la interaccién de la miosina, la actina muscular, su relacion
con la sefal de potencial de accién captada por la célula y la sefalizaciéon de
calcio dentro del musculo estriado. Utilizando un método Runge-Kutta de segundo
orden, se realizaron simulaciones computacionales que reproducen la dinamica
de excitabilidad celular y la respuesta en el tejido muscular a lo largo del tiempo.
El sistema desarrollado es un primer acercamiento hacia un sistema acoplado de
excitacion celular, que involucra los flujos de iones asociados a potenciales de
accién en células, y la contraccion muscular como resultado directo de la entrada
de iones calcio dentro de estos flujos.
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Capitulo 1

Elementos necesarios para la
contraccion

La contraccion muscular es un proceso que involucra procesos a una gran
variedad de niveles biologicos y procesos temporales. A nivel molecular, se
requiere de la produccion de energia que es almacenada en forma de moléculas
energéticas conocidas como ATP, las cuales son producidas a partir del alimento.

Este primer capitulo tiene por intencién el esclarecer la forma en que los ali-
mentos son procesados y transformados para generar las moléculas energéticas
necesarias para la contraccion.

1.1. Alimentacion

La alimentacién es un proceso necesario para todos los seres vivos y que se
da en funcion de las necesidades y el medio propio de cada uno. En especifico,
los animales consumen su alimento de una fuente externa y la procesan para
obtener la energia que requieren para mantener su metabolismo. Este tipo de
obtencion de energia los clasifica como heterétrofos, lo que quiere decir que
son especies que no son capaces de sintetizar su propio alimento y los separa
del grupo de los organismos autétrofos, seres capaces de producir su propio
alimento a partir de la energia de la luz solar o reacciones quimicas. Por otro
lado, el proceso a través del cual estas bimoléculas se convierten en energia
utilizable no resulta trivial y es resultado de una larga serie de pasos, entre los
gue se involucra su degradacion en compuestos mas sencillos (catabolismo), su
transporte a distintas partes del cuerpo, su acumulacién en tejidos de reserva y

15



16 CAPITULO 1. ELEMENTOS NECESARIOS PARA LA CONTRACCION

la descomposicion de dichos tejidos para su aprovechamiento.

Durante el consumo de alimentos, una gran cantidad de materia organica
entra al cuerpo y es descompuesta en diversas biomoléculas que pueden ser
transportadas a lo largo del cuerpo y son propiamente degradadas para aprove-
char la mayor cantidad de energia que se les puede extraer. Las biomoléculas
aprovechadas durante el proceso de alimentacidén son los carbohidratos y los
lipidos, ambos grupos estan presentes en la mayoria de los alimentos y son la
principal fuente de energia de los seres vivos.

1.1.1. Metabolismo de los carbohidratos

Los carbohidratos reciben ese nombre por el hecho de estar compuestos
de carbono, hidrégeno y otros elementos y son unas de las biomoléculas mas
frecuentes en nuestra alimentacion. Algunos de los compuestos mas importantes
que pertenecen a este grupo son la sacarosa, la fructosa y la glucosa, éste ultimo
resulta especialmente relevante al ser el carbohidrato mas abundante en nuestra
alimentacion.

Las plantas y otros seres autétrofos son los organismos que dan origen a la
glucosa encontrada en seres vivos. Durante el proceso de la fotosintesis producen
moléculas de glucosa a partir del carbono ambiental del didxido de carbono (COs).
Una vez producida, la glucosa puede ser utilizada directamente o es almacenada
en tejidos de reserva como es el caso del almidén (Alberts 2017). Cuando un
animal o algun otra especie heterétrofa se alimenta, incorpora los carbohidratos
disponibles del alimento a su propio sistema, los asimila y transforma por medio
de su propio metabolismo.

La glucosa pasa por varias fases de degradacién que extraen la energia
contenida en su estructura molecular. Dicha energia es aprovechada para la
sintesis de adenosin trifosfato en el organismo (ATP, del cual se discutira con
mas detalle en AMP, ADP y ATP), mientras que la glucosa es descompuesta en
moléculas mas simples, como el CO..

En primer lugar, se realiza la glucdlisis (ruptura de glucosa), éste es el proceso
por el cual una molécula de glucosa se rompe en dos moléculas de piruvato
(Fernie, Carrari, y Sweetlove 2004). Los piruvatos se convierten en acetil coenzi-
ma A por medio de un proceso de oxidacién (Hall y Guyton, 2011). Este conjunto
de reacciones provoca la liberacion de diéxido de carbono y cuatro atomos de
hidrégeno.

Los piruvatos resultantes de la glucdlisis son transportados al interior de las
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mitocondrias donde entran al ciclo de Krebs, proceso mediante el cual se extraen
electrones que son posteriormente utilizados para la sintesis de 15 moléculas de
ATP en el proceso llamado cadena transportadora de electrones (Fernie y cols.
2004).

1.1.2. Metabolismo de los lipidos

Decimos que un lipido es una molécula con la caracteristica de ser insoluble
en el agua, soluble en otros lipidos y algunos solventes organicos (Alberts 2017),
como es el caso del benceno. Sin embargo, se trata de un grupo con estructuras
muy heterogéneas y que se pueden encontrar en diversos estados de la materia.
Por ejemplo, si se encuentra en estado sélido, se conoce como cera, mintras que
si esta en estado liquido es un aceite.

Dada esta diversidad de propiedades, es muy complicado encontrar una
definicion que abarque toda la gama de compuestos que entra en este conjunto,
sin embargo, lo mencionado anteriormente abarca las propiedades generales de
este conjunto de moléculas.

Los lipidos que mas se aprovechan para nuestro metabolismo (dada su
propiedad de ser degradados para obtener energia) son los acidos grasos. Estos
compuestos se caracterizan por tener dos regiones diferenciadas: una larga
cadena de hidrocarburos que posee propiedades hidrofébicas (extremo derecho
de Figura 1.1) y un un grupo carboxilo (-COOH, extremo izquierdo de Figura 1.1)
que puede ser ionizado al encontrarse en una solucién acuosa (Alberts 2017).
Esta ionizacién le brinda a la molécula la capacidad de comportarse como un
acido, razén por la cual reciben el nombre de “acido” graso (Alberts 2017).

Los acidos grasos son una gran reserva energética, se ha calculado que al
degradar estas biomoléculas se puede producir seis veces la cantidad de energia
que se obtendria de romper el mismo peso en moléculas de glucosa (Alberts
2017). Dentro de la mitocondria, los acidos grasos son partidos en moléculas de
acetil coenzima A (AcCoA, molécula que ya se presentaron en la seccién 1.1.1)
en un proceso conocido como oxidacion beta de los acidos grasos, un proceso
ciclico en el cual se va degradando la cadena de &cidos grasos (Hall y Guyton
2011).
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Figura 1.1: Estructura de un acido graso en las que se ven los principales elementos
que la conforman; hidrégeno (blanco), carbono (negro), y oxigeno (rojo). La cadena
hidrofoba de carbonos es de longitud variable y determina el tipo de acido graso. Tomada
de Pixabay.

1.2. Nucleétidos de adenina

1.2.1. AMP, ADPy ATP

La adenina, que es ampliamente conocida como una de las bases nitrogena-
das de las cuales se compone nuestro ADN Y ARN, tine una segunda funcién que
consiste en unirse a cadenas de hasta tres fosfatos (Figura 1.2, seccion encerrada
en un 6valo), la cadena de fosfato contiene una gran cantidad de energia y su
ruptura controlada es clave para el correcto funcionamiento del organismo. La
Unica forma en que el organismo es capaz de aprovechar la energia obtenida de
nutrientes es después de haberla utilizado para conformar los enlaces de alta
energia del ATP (Figura 1.2). Esta molécula es la principal fuente de energia
para la mayoria de los procesos celulares, entre los cuales se incluye la sintesis
de ADN y ARN, produccion de proteinas, divisién celular, sefalizacién de la
transduccion, transporte activo a través de la membrana y, especificamente, para
la contraccién muscular (Salin, Auer, Rey, Selman, y Metcalfe 2015). Durante el
proceso de hidrdlisis del ATP, se rompe la molécula en ADP y un fosfato, pro-
ceso durante el cual se libera energia. EI ADP producido por este proceso es
rapidamente reingresado a la mitocondria, donde vuelve a ser aprovechado para
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Figura 1.2: Esquema de la estructura del ATP, dentro del circulo rojo se observan los
tres grupos fosfato con sus respectivos fosforos en gris. También se incluyen oxigenos
en rojo, hidrégeno en azul, carbono en negro, y nitrégeno en verde. Editado de imagen
de archivo Pixabay.

producir nuevas moléculas de ATP (Alberts 2017).

Conforme el ATP se va sintetizando a partir de reacciones que ocupan la
energia contenida en las moléculas de acidos grasos y carbohidratos, el ATP es
expulsado hacia el citoplasma, este rapido recambio entre ATP y ADP,cada uno a
una tasa distinta, induce que la concentracién de ATP y la de ADP permanezcan
casi constante la mayor parte del tempo (Alberts 2017).

De igual forma, en situaciones en las que se tiene un alto consumo energético
(por ejemplo, durante ejercicio intenso), se ha observado que dos moléculas de
ADP pueden interactuar entre si, tal que una le cede un fosfato a la otra, lo que
resulta en un nuevo ATP y una molécula de adenosin monofosfato (AMP) como
producto secundario (Hellsten-Westing, Norman, Balsom, y Sjodin 1993). A partir
de este proceso, el cociente de concentraciones [ATP])/[ADP] puede mantenerse
en valores mas o menos constantes aun en circunstancias de alto consumo de
ATP; sin embargo, este AMP es rapidamente procesado por la AMP deaminasa,
que lo convierte en inosin monofosfato (Hellsten-Westing y cols. 1993).

En especifico, resulta relevante conocer la concentracién relativa extramito-
condrial, dado que es la que interfiere directamente en funciones celulares como
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la contraccion. Algunas mediciones de este indice en diferentes tipos celulares
incluyen a Elbers, Heldt, Schmucker, Soboll, y Wiese (1974), cuyas mediciones
arrojaron cocientes de ATP/ADP entre 5.66 y 7.24, con una cantidad total de
nucleétidos de adenina menor a 23.3 nmol/mg. El trabajo de Beis y Newsholme
(1975) contiene una gréfica en la que se muestra que los niveles de ATP y ADP
pueden variar significativamente aun dentro de la misma especie dependiendo
del sistema que se estudie.

Se puede afirmar que el 90 % del ATP presente en nuestro organismo es
producido dentro de las mitocondrias y, de éste, la mayoria es producido por
medio de la fosforilacion oxidativa, proceso en el cual los cofactores producidos
durante el ciclo de Krebs (NADH y FADH) ceden protones que son utilizados
para inducir un gradiente de concentracién en el espacio entre las membranas
de la mitocondria. La membrana interna, que es impermeable a los protones,
sélamente permite su paso por medio de las proteinas especializadas, como la
ATPsintasa que tiene la funcién de producir ain mas moléculas de ATP. (Salin y
cols. 2015, Nelson, Lehninger, y Cox 2008)

1.2.2. Metabolismo del ATP

Durante la cadena transportadora de electrones, la energia obtenida ayuda a
inducir un gradiente en la concentracion de protones H* entre las membranas mi-
tocondriales. Este gradiente, y el potencial que induce al ser particulas cargadas,
es aprovechado por la proteina ATP sintasa para sintetizar ATP a partir de ADP y
un fosfato (Alberts 2017).

En general, la concentracion normal de ATP es de alrededor de 10 mM
en células nerviosas (Sperlagh y Vizi 1996), sin embargo, los datos de Beis y
Newsholme (1975) parecen sugerir que la concentracién muscular se encuentra
entre 2 y 3 veces la concentracién de células nerviosas.

Una cuantificacidn directa de su dinamica a lo largo del tiempo es complicada
de realizar. Por ello algunos autores han realizado aproximaciones a partir de
mediciones indirectas como pueden ser la tasa de consumo de oxigeno, dado que
el oxigeno es un elemento importante en los procesos de respiracion aerébica,
que produce gran parte de la energia que aprovechamos, sin embargo, esta
técnica es discutida por Salin y cols. (2015).

Salin y cols. (2015) sugieren que medir el consumo de oxigeno no resulta
ser una forma adecuada de estimar la produccion de ATP. Esta circunstancia,
sugiere Salin y cols. (2015), se debe a que la tasa de produccién de ATP con
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respecto a un cierto volumen de oxigeno puede variar de individuo a individuo y
dependiendo de las condiciones en las que se encuentre.

Sin embargo, se puede plantear que, aunque la reaccion quimica que utiliza
oxigeno para producir ATP siempre es la misma, no es la Unica reaccién que
utiliza oxigeno en el organismo, provocando que la medicién sea inexacta.

Para los modelos presentes, se considera el ATP dentro de la célula como
constante, sin embargo, se tiene la intencion de expandir este punto para trabajos
posteriores, siendo que se tienen registros de variacion en los niveles de ATP y
de su relacién con la concentracion de ADP (Heldt, Klingenberg, y Milovancev
1972).

El modelo que se desea desarrollar debe de representar los procesos de
excitacion celular, la respuesta del cambio en la concentracién de calcio y el
efecto que tiene sobre la contraccion muscular. Dado que la presencia de ATP
puede ser un factor limitante, especialmente en el ultimo elemento listado, seria
bueno realizar un bosquejo de lo que puede ser un modelo del cambio en las
concentraciones de estas moléculas. Una propuesta para realzar este tipo de
analisis es el modelo propuesto por Heldt y cols. (1972), el cual expresa el
cociente de ATP/ADP como una funcion de la velocidad a la que se sintetiza el
ATP en un momento dado (v47rp) COMO sigue:

vATP 1
Varp  A0E1 4 a.n

tal que V4rp €s una constante que representa la tasa de producciéon maxima
de ATP y el parametro () corresponde a la proporcién de nuestro coeficiente de
interés en el ambiente extramitocondrial e intramitocondrial. Heldt y cols. (1972)
mencionan que, dado que el indice es mayor en el medio extramitocondrial, ()
se mantiene arriba de uno y, en mediciones preliminares, parece estar arriba de
cinco.

Los niveles en que varia la concentracion de ATP y ADP son explorados en el
articulo de Wackerhage y cols. (1998). Estas exploraciones sugieren que, durante
un periodo de ejercicio, los niveles de ADP pasan de alrededor de 9 M a més de
100 M. El cambio tan radical reportado en estos experimentos pareciera sugerir
que la concentracion de ATP resulta un factor relevante al estudiar la dinamica de
la contraccion muscular.

Algunos autores, como Pearson, Wattis, King, MacDonald, y Mazzatti (2016),
ya han trabajado la posibilidad de explorar las concentraciones de estas moléculas
a partir de modelos matematicos. Estudiar la variacién a lo largo del tiempo del



22 CAPITULO 1. ELEMENTOS NECESARIOS PARA LA CONTRACCION

ATP en tejido muscular es una de las posibles extensiones del modelo que se
presenta en este trabajo.

1.3. lones de calcio

El calcio es un elemento fundamental para hablar de la contraccién muscular,
esto se demostrd con el trabajo de Ashley y Ridgway (1970), en el cual se
incorporé proteinas fosforecentes de medusa sensibles al calcio (aequorina) en
musculos de percebes. Al estimular los musculos para que se contrajeran, los
musculos empezaban a brillar, lo cual indicaba un incremento de la concentracion
de calcio en el sarcoplasma (Medler y Mykles, 2015).

En la actualidad sabemos que el calcio representa un elemento clave dentro
de los procesos de excitacion y contraccion, propiedad que sera explorada con
mas detalle en las subsecciones 2.2.3y 2.2.4.

En términos generales, podemos decir que este incremento en la concentra-
cién de calcio se une a una proteina llamada troponina y, a partir de esta unién,
el efecto inhibitorio de la troponina sobre la interaccién de la miosina y la actina
desaparece, causando la contraccién muscular.

Dado que el objetivo general de este trabajo es desarrollar un sistema que
incorpore la excitacion celular y la contraccion de las fibras musculares, los iones
calcio resultan fundamentales en este proceso, dado que el incremento de estos
iones en el medio intracelular (junto con las bombas y canales que lo median) es
el punto clave de unién entre los dos procesos.



Capitulo 2

Excitacion y contraccion muscular

2.1. Estructura de los musculos

Se reconocen tres tipos de musculo, el musculo cardiaco (correspondiente
al corazon), el musculo liso (presente en el sistema digestivo, circulatorio y
el Utero) y el musculo estriado, que son los responsables de los movimientos
voluntarios (Alberts 2017). EI musculo estriado representa el enfoque principal en
este trabajo. Si bien gran parte de las caracteristicas generales de contraccion
son muy similares, los tres tipos de fibras musculares presentan diferencias en
caracteristicas como la forma en que son controladas y su contenido protéico
(Murakami y Uchida 1985), el tipo de hormonas que estimulan o retrasan su
contraccion y la concentracion de distintos tipos de canales en su membrana.

La unidad funcional de contraccién es conocida como "unidad motora” y se
compone de una motoneurona y el conjunto de fibras musculares que son con-
troladas por la primera (Farina, Negro, Muceli, y Enoka, 2016). La arquitectura
general dentro del tejido de las fibras musculares produce una imagen al micros-
copio de bandas intercaladas. Con microscopia electrénica de transmision, las
bandas A se ven obscuras y las bandas |, con apariencia mas clara (Figura 2.1a).
En cada banda | se encuentra una pequena franja obscura conocida como linea
Z. La subunidad estructural y funcional de las fibras musculares es conocida
como miofibrilla (Alberts, 2017). Dentro de la miofibrilla, la unidad de contraccion
es el sarcdmero que se ubica entre dos lineas Z (Keynes, Aidley, y Huang, 2001).

Si bien la causa de este patrén estriado permanecié en misterio por largo
tiempo, desde los anos cincuenta fue posible utilizar la microscopia electréni-
ca para determinar qué es lo que proporciona esta apariencia tan especifica.

23
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Figura 2.1: Anatomia de un sarcomero. (a) Bandas en una fibra muscular de acuerdo
a su apariencia en microscopia electrénica y (b) diagrama de las proteinas que se
encuentran en cada banda del tejido muscular, con filamentos gruesos y delgados
intercalados entre si. Tomado de Keynes y cols. (2001).

Se determind que las fibras musculares se componen de dos tipos distintos
de filamentos, los gruesos de 11 nm de diametro y los delgados de 5 nm de
diametro (Figura 2.1b), cada uno con sus propios compuestos protéicos (Keynes
y cols. 2001).

Los principales proteinas presentes en las fibras musculares son la miosina
y la actina. En especifico, se ha observado que si se adiciona una solucion que
disuelva miosina, las bandas A desaparecen mientras que, cuando se disuelve la
actina, las bandas | son las que desaparecen. Esta observaciéon demostré que los
filamentos gruesos se componen principalmente de miosina y los delgados tienen
una alta composicion de actina, si bien cabe aclarar que no son las unicas, dado
también se encuentran proteinas como la tropomiosina y la troponina (Keynes y
cols. 2001).

La células que componen las fibras musculares son en realidad sincitios
multinucleadas de forma alargada y una longitud de alrededor de 30 a 50 um
(Sato y cols. 1984), con un arreglo particular en la estructura de su citoesqueleto,
cuya funcién es permitir la contraccion (Alberts 2017).
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Tradicionalmente, los organismos modelo para el estudio de musculos son las
ranas y los conejos, tanto por su facilidad de obtencién como por la sencillez con
la que se les pueden extraer sus fibras musculares (Batters, Veigel, Homsher, y
Sellers 2014). Los resultados obtenidos en estudios realizados con otros organis-
mos, como el realizado por Pringle (1967) muestran que la estructura celular de
la fibra muscular esta generalizada y, al parecer, indican que el funcionamiento
de los musculos difiere poco evolutivamente a nivel bioquimico y las diferencias
en la forma en que funcionan parecen responder mas a la funcion que cumplen
dentro del organismo que a la especie.

2.1.1. Miosinay actina

La miosina es una molécula de alrededor de 470 kDa y se compone de seis
cadenas polipeptidicas. Tiene la importante propiedad de ser una ATPasa, lo
que quiere decir que puede descomponer una molécula de ATP en ADP y una
molécula de fosfato, proceso que libera la energia contenida en sus enlaces
de alta energia (Keynes y cols. 2001). La molécula de miosina se compone
de dos secciones que reciben el nombre de meromiosina ligera y meromiosina
pesada. A su vez, la meromiosina pesada se compone de los dos subfragmentos
globulares llamados S1 y un dominio largo conocida como S2. El dominio S1
tiene propiedades de ATPasa. Se ha observado que la meromiosina ligera tiende
a agregarse en condiciones apropiadas, una propiedad que no comparte la
meromiosina pesada (Keynes y cols. 2001).

La forma en la que se entiende la contraccion muscular en la actualidad es
conocido como el modelo de filamentos deslizantes, el cual sugiere que, conforme
se van descomponiendo moléculas de ATP, se da un cambio conformacional en
la seccion S1 (Figura 2.2) de la miosina. Este cambio jala el enlace de la regién
S1 con el resto de la miosina y provoca un movimiento de alrededor de 10 nm.
Este proceso de contraccién puede repetirse de forma ciclica, lo que induce la
contraccion total de la fibra (Keynes y cols. 2001).

A partir de imagenes de microscopia eléctrica de transmisién, se ha observado
que las moléculas de miosina tienen proyecciones en sus extremos distales;
la secciébn media, que carece de estas proyecciones, conforma la zona L en
la Figura 2.1. La sugerencia de Huxley y Hanson (1943) consiste en que, al
momento de conformar los filamentos, las moléculas de miosina entrelazan sus
“colas”, lo cual deja los extremos S1 en los extremos y conforma la estructura
tipica de la miosina (como se esquematiza en la figura Figura 2.2) (Keynes y cols.
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Actina

Micsina

Figura 2.2: Representacion de la miosina (abajo) y la actina (arriba). La asociacién y
discociacion, en conjunto con cambios conformacionales de la miosina, dan origen a la
contraccion muscular. Construido a partir de imagenes de smart, servier medical art.

2001).

Por otro lado, la actina suele encontrarse en dos formas distintas, G- actina
y F- actina, nombres que significan actina globular y fibrosa, respectivamente.
Ningun estado de la actina posee propiedades de ATPasa, dentro del complejo
actina-miosina, esta labor es exclusiva de la miosina (Keynes y cols. 2001). Al
momento de adicionar ambos tipos de moléculas, se forma el compuesto de
actomiosina (Figura 2.2)el cual, en estado natural, requiere de la presencia de
iones de C'a®* para inhibir la accion de la troponina, la cual evita la interaccién
entre la miosina y la actina, proceso durante el cual se da la roptura de ATP por
accioén del dominio S1 de la miosina (Keynes y cols. 2001).

A partir de esto, se ha observado que en condiciones de reposo los miocitos
contienen altas concentraciones de ATP, pero muy bajas concentraciones de
Ca**. Esta caracteristica se invierte cuando se recibe una sefal de contraccion,
momento en que los niveles de calcio intracelular se incrementan y la concentra-
cion de ATP intracelular se reduce (Keynes y cols. 2001). Las propiedades del
C'a** en este proceso se discutiran con mayor detalle en la seccion 2.2.3.
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2.2. Excitacion muscular

La contraccion de las fibras musculares empieza como un impulso del sistema
nervioso, el cual se conecta al masculo por medio de fibras sensoriales y motoras.
Al complejo compuesto por una motoneurona (neuronas especializadas en enviar
sefnales destinadas a generar movimiento) y las fibras musculares que controla
se les conoce como “unidad motora” (Keynes y cols. 2001, Burke, Rudomin,
y Zajac Il 1976). Las unidades motoras pueden ser consideradas como los
elementos indivisibles de la contraccion muscular (Burke y cols. 1976). Esto se
debe a que las fibras musculares que pertenecen a una misma unidad motora son
capaces de contraerse en respuesta a una misma sefal nerviosa, sin embargo,
es posible encontrar fibras que pertenecen a dos 0 mas unidades motoras. Esta
caracteristica puede ocasionar que su contraccion pueda ocurrir a destiempo con
respecto con otras fibras de la misma unidad (Keynes y cols. 2001).

La sefal enviada por una motoneurona viaja a través de una ramificacion,
conocida como axén, hasta la unién neuromuscular, lugar en el cual se da una
liberacién de transmisores que inducen la despolarizacién post-sinaptica. Este
cambio en el potencial membranal activa canales que inducen la contraccién de
las fibras asociadas (Keynes y cols. 2001).

Si bien las propiedades de excitacion en tejido muscular esquelético y nervio-
sas son muy similares, es importante notar diferencias que brindan propiedades
Unicas a los sistemas formados por dichos musculos (Keynes y cols. 2001). Una
diferencia entre los musculos estriados y cardiacos es que el primero tiene una
mayor conduccion al cloro lo cual puede alterar las concentraciones de los iones
en el interior y el exterior de la célula. Esto resulta especialmente relevante porque
no se tienen registros de un transporte activo de cloro, por lo que se sugiere que
sus concentraciones son puramente manipuladas por flujo pasivo (Keynes y cols.
2001).

Otra diferencia radica en que, para el caso de musculo estriado, los sensores
de voltaje DHPR sélo permiten un flujo muy pequeno y lento de calcio. Para
compensar por esta situacion, se tienen reservorios intracelulares de calcio que
lo liberan durante un proceso conocido como "liberacién de calcio inducida por
calcio”, el cual sera revisado mas a fondo en seccién 2.2.4, por lo cual, incluso, es
posible que se de una sefial de contraccion en musculo estriado sin la presencia
de un flujo externo de calcio en vertebrados adultos (Lamb 2000).

Por otro lado, se ha determinado la presencia de canales de calcio en la
membrana de los miocitos, los cuales permiten la formacion de corrientes asocia-
das al incremento de calcio intracelular durante la excitacién celular. De hecho,
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se ha asociado fallos en la permeabilidad del calcio en musculos con cambios
patolégicos de algunos padecimientos (Keynes y cols. 2001).

2.2.1. Potencial de membrana

La membrana celular es la estructura que separa el medio interno de la célula
del exterior. Se compone de una "bicapa lipidica” lo que quiere decir que son dos
capas de lipidos (Hulbert, Pamplona, Buffenstein, y Buttemer 2007). Cada una
posee un lado con propiedades hidrofilicas orientado hacia los compartimientos
intra y extracelular, y otro con propiedades hidrofébicas orientado hacia el interior
de la membrana. Dado que las células suelen encontrarse en solucién acuosa,
las mismas propiedades quimicas de los lipidos que las componen provocan
que se tome una configuracion muy especifica en la cual la parte hidrofébica
gueda atrapada entre las dos regiones hidrofilicas, tal como se representa en la
Figura 2.3.

Dada esta configuracion, el medio acuoso en el que se encuentra suspendida
la célula queda separado en dos regiones principales, el medio intracelular y
el medio extracelular. Solamente moléculas con propiedades muy especificas
son capaces de pasar de un medio a otro. Por ejemplo, se puede suponer una
cierta permeabilidad basal a los iones presentes en el medio. Cada uno de estos
iones tiene una carga eléctrica caracteristica, entonces, hay dos fuerzas que
estan modificando la proporcion de iones en el interior y exterior de la célula, la
difusién y la deriva eléctrica. Las dos fuerzas funcionan de forma simultanea y, en
algunos casos en sentidos opuestos. Es decir, mientras que la difusién provoca
que vaya en una direccion, se presentan casos en los que la repulsion de las
cargas produce un flujo en la direccion opuesta. Dado que el sistema completo
no consiste de un solo idn, sino de una gran interaccién de varios iones y todos
ellos afectan el movimiento idnico inducido por ambos tipos de fuerzas y cada
uno tiene su punto de equilibrio especifico (Alberts, 2017). Se ha observado
que un incremento en la permeabilidad, el cual induce un mayor flujo de ese
i6n a través de la membrana de acuerdo a su potencial eléctrio, produce que
el potencial de membrana se aproxime al potencial de Nernst de ese i6n. Sin
embargo, estas permeabilidades pueden cambiar a lo largo del tiempo por medio
de la apertura de rutas de intercambio entre los medios intracelular y extracelular.
Las caracteristicas de estas rutas se discutirdn en la seccion 2.2.2.

La diferencia en la concentracién de iones en ambos extremos de la mem-
brana produce una diferencia de cargas entre el interior y exterior, lo que induce
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Figura 2.3: Esquema de la configuracién de los lipidos en la membrana lipidica, la regién
hidrofilica (amarillo) apunta hacia el exterior de la membrana, tanto en el interior como en
el exterior de la célula, mientras que la parte hidrofébica queda aprisionada entre ambas
capas hidrofilicas. Tomada de smart, servier medical art
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una diferencia de potencial a través de la membrana, conocida como potencial
de membrana, y es la razén que algunos autores, como Hodgkin y Huxley (1952),
sugirieran que posee propiedades anélogas a un capacitor.

Usando una version modificada de la ecuacion de Boltzmann,

2 _ g (L2201
Cl_ P RT ’

es posible identificar la concentracién de un i6n especifico en dos medios separa-
dos por una barrera semipermeable.
De dicha férmula, si aplicamos logaritmo y redistribuimos los valores, resulta
la mas conocida ecuacién de Nernst
Co
ZSF(El_EQ) :UQ—Ul = RT'In (—) s (21)

1

tal que ¢, y co representan concentraciones dentro y fuera de la célula, U, — U,
indica la diferencia energética molar entre fases interna y externay E; — Es la
diferencia de cargas (Hille y cols. 2001). La ecuacién (2.1) representa la solucion
a la ecuacién de Nernst-Planck para flujo igual a cero.

Una versién mas general, que muestra el potencial de equilibrio para varios
iones fue desarrollada por Goldman (1943), la cual es mas conocida tal como se
muestra en el trabajo de Scherer y Fischer (2017)

- DNa[Na]e + DK[K]e + DCZ[CI]’L
"™ Dyq[Na]; + Dg[K]; + Dcy[Cl].
Esta ecuacién expresa el potencial estable de membrana inducido por las
concentraciones de los iones ([x], siendo la concentracién del i6n del tipo « en el
compartimiento y) y la permeabilidad de membrana (D, siendo la permeabilidad
de membrana al idbn z ) para algunos de los principales iones dentro del potencial
de accién. Para nuestros modelos, resulta relevante también considerar la co-
rriente de calcio por motivos que seran discutidos con mas detalle en la seccién
sobre calcio como sefalizador de la contraccion (seccidn 2.2.3).
Una forma de alterar el voltaje estable de membrana, de acuerdo a la Ecua-
cidn 2.2, seria alterar la permeabilidad de membrana para iones especificos, es
decir, reducir la resistencia de la membrana al flujo de iones a través de ella.

(2.2)

2.2.2. Canales transmembranales

Los canales transmembranales se componen de proteinas especializadas
qgue permiten el paso de iones especificos a través de la membrana. Funcionan
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como “puertas” que, dadas sus propiedades eléctricas y el tamafio de los iones,
s6lo permiten el paso de un ién especifico a través de la membrana.

Una de las primeras hipoétesis respecto al funcionamiento de los canales
ionicos fue realizada por Hodgkin y Huxley (1952), quienes fueron capaces de
predecir una buena parte del funcionamiento de los canales de sodio y potasio a
partir de ecuaciones diferenciales que describian el flujo de iones.

Hodgkin y Katz (1949) propusieron la posibilidad de que, durante la excitacién
celular, podia presentarse un incremento en la permeabilidad de la membrana
a iones de sodio de forma rapida y altamente especifica. Este cambio en la
permeabilidad al sodio, de acuerdo con las propiedades de potencial descritas
(Ecuacion 2.2), provoca que el voltaje en membrana se aproxime al valor de la
ecuacion de Nernst para el sodio, el cual tiene un voltaje positivo (Keynes y cols.
2001).

En términos generales, se puede decir que los eventos que ocurren durante
un potencial de accion siguen este orden:

= Se presenta una sefial producto de un estimulo.
= Se induce una despolarizacién de la membrana.

m La probabilidad de apertura de los canales de sodio dependientes de voltaje
se incrementa.

= |La permeabilidad de membrana a los iones sodio se ve incrementada.

= Se presenta un flujo de iones al interior de la célula de forma pasiva (linea
amarilla en la figura 2.4).

m El potencial de membrana se comienza a aproximar al nivel estable de
sodio (alrededor de 60 mV, linea negra en la figura 2.4).

m Al alcanzar ciertos valores de voltaje, se empiezan a activar los canales de
potasio dependientes de voltaje.

= |Los iones potasio fluyen al exterior de la célula.
= Los canales de sodio empiezan a inactivarse.

= Los cambios en los estados de los canales induce que la permeabilidad al
potasio sea mucho mayor que al sodio.
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= El cambio en la permeabilidad ocasiona que el potencial de membrana
se acerque al potencial de membrana del potasio (alrededor de -95 mV)
permitiendo que el potencial de membrana alcance su estado estable.

Para mas detalles sobre este proceso, se recomienda consultar el articulo de
Hasenstaub, Otte, Callaway, y Sejnowski (2010).

Potencial de
membrana 30
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Figura 2.4: Gréfica que permite comparar las corrientes de sodio (amarillo) y potasio
(rojo) con respecto al potencial de accion generado por las mismas corrientes. Imagen
traducida de Boron y Boulpaep (2012).

Como se puede apreciar, todo este proceso se realiza a partir de la energia
potencial disponible en la células y se mantiene por medio de la membrana que
tiene una propiedad de separacion de cargas parecida a las de un capacitor
(Hodgkin y Huxley 1952). Para reestablecer esta energia potencial, es Gtil (mas
no necesaria) la participacion de la bomba de sodio-potasio, la cual utiliza la
energia contenida en una molécula de ATP para transportar dos iones de potasio
al interior de la célula, mientras que saca tres iones de sodio, reestableciendo las
concentraciones basales (Hasenstaub y cols. 2010).

Para expresar el cambio dinamico en el potencial de membrana, se puede
partir de tres supuestos:
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1. La concentracién de los iones en ambos extremos de la membrana y en la
membrana permanece constante.
2. Hay conservacion de cargas, es decir, la suma de sus derivadas es cero.

3. El movimento de cargas alrededor de la membrana (con unidades de
corriente) es una funcion derivable del voltaje.

A partir del Elemento 1, tomando () 4 y Qs como las cargas alrededor de la
membrana y en la membrana respectivamente, se obtiene

Qa+Qu =k, (2.3)

con k constante.
Si se deriva con respecto al tiempo la ecuacidén anterior, se obtiene una
ecuacion diferencial para el potencial de membrana. Explicitamente,

0=0k = Qs+ 0Qum (2.4)
= ﬁtf(v) —+ 3tQM (25)
= Owo,f+ I, (2.6)
Por lo tanto,
L,
8157) - —?f, (27)

tal que I,,, representa la corriente transmembranal, es decir, la carga de los iones
en movimiento a través de la membrana (Herrera-Valdez 2018). El término 0, f
es usualmente supuesto como constante, se conoce comunmente como capaci-
tancia de membrana (C,,). Es importante notar entonces que la capacitancia de
membrana de los libros de texto es la tasa de cambio de la carga alrededor de la
membrana con respecto al potencial transmembranal.

Se puede desarrollar entonces que el voltaje de membrana es una funcién
de las corrientes, si tomamos .J,, como la corriente del i6bn x, normalizada con
respecto a d,f (en Volts/segundo o en Amperes/Faradios) y agregamos un
forzamiento Jg, de lo que se obtiene

v = —Jy.(v,w) — Jg(v,w) — Joo(v,w, ¢) — Inax (V) — Jg, (2.8)
Ow = Tw(”)w (woo<v) - w) ) (2.9)
Oic = Cc 7€y Joa(v,w, c), (2.10)

Te
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tal que c representa la concentracion intracelular de calcio, con tendencia hacia un
estado estable c.., v representa el potencial de membrana y w es la proporcion
de canales de potasio abierto los cuales, dada la dindmica de apertura y cierre de
canales, si esta es normalizada entre 0 y 1, considerando que la activacion de los
canales de potasio sucede de forma simultanea a la inactivacion de los canales
de sodio, podemos pensar que la proporcion de canales de sodio abiertos es
1 — w. Otros parametros asociados son explicados en el apéndice A. Por causa
de la naturaleza del modelo, es posible separar las corrientes presentes en la
Ecuacion 2.8 para apreciar el efecto de cada uno de los iones en el cambio de
potencial de membrana durante cada uno de los potenciales de accién, dicha
propiedad es importante para el desarrollo en el siguiente capitulo. Las funciones
auxiliares para describir el cambio en w se definen

E.(v) = exp (g;pv ;Tvx) : (2.11)
E,
Fo(v) = o 1 (USUJ)F T (2.12)
rw = u(Ey(0)™ + By(v)™ ™), (2.13)
Ay ag

Este sistema no solamente realiza potenciales de accion (Figura 2.5 A), sino
qgue, ademas, puede separar los flujos de cada i6n involucrado (Figura 2.5 B).

2.2.3. Calcio como senalizador de la contraccion

Durante el periodo de excitacién por la entrada de sodio a la célula, ademas
de que se activen los canales de potasio, también se activan los canales de calcio
de tipo L, que permiten la entrada de Ca®* a la célula (Kuo y Ehrlich 2015). En
condiciones normales, el calcio se encuentra en una concentracidn extracelular
de 2-4 mM, mientras que la concentracion intracelular ronda los 100 nM, por lo
que el calcio es capaz de entrar a la célula de forma pasiva cuando se abren los
canales apropiados (Kuo y Ehrlich 2015).

Uno de los primeros intentos de entender como es que el calcio modula la
contraccion fueron realizados por Ebashi (1963). Su estudio determin6 que podria
existir un tercer elemento del mecanismo de regulacién de la actina-miosina, la
troponina, que actuaba como un receptor de calcio y era el regulador directo de la
interaccion entre los otros dos elementos de la contraccién. Trabajos posteriores
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Figura 2.5: Resolucion del sistema de las ecuaciones (2.8)-(2.10) con un estimulo que
activa los potenciales de accién. A y B: Potencial de membrana a lo largo del tiempo y
plano fase del voltaje. C y D: Corrientes de distintos iones a través de la membrana. E 'y
F: Concentracion de calcio a lo largo del tiempo, este es utilizado posteriormente como
forzamiento para la sefal de contraccion.
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determinaron que estas proteinas del aparato de contraccidén requieren de una
cierta concentracion de calcio para funcionar (alrededor de 1uM), la cual resulta
pequena, mas no despreciable , dado que son bastante mayores que los niveles
normales de un muasculo en reposo (alrededor de 100 nM) (Keynes y cols. 2001).
En afos recientes, se ha demostrado experimentalmente que el i6n calcio ([Ca])
es el principal mensajero que activa la contraccion (Lehman 2017). En el caso del
musculo estriado, esto es debido a que se une a la troponina C en los filamentos
de actina, provocando un cambio conformacional que deja expuestos los sitios
de unién de la miosina (Kuo y Ehrlich 2015).

Posteriormente, se realizaron dos observaciones que resultaron relevantes
para determinar la fuente de este calcio senalizador. Por un lado, se determiné
que la concentracion de calcio intracelular, en funcion del estimulo eléctrico que
se le proporcionaba a la célula alcanzaba un valor maximo y carecia de cambios
con estimulos mayores. Por otro lado, los miocitos exhibian respuesta contractil
aun en ausencia de calcio extracelular (Keynes y cols. 2001). La conclusién que
se extrajo de estas observaciones es que el calcio que sefaliza la contraccidn
no solamente proviene del medio externo, sino del interno. En este punto, es
conveniente mencionar que las células musculares contienen reservas de calcio
intracelulares que se encuenran almacenadas en el reticulo sarcoplasmico (SR
por sus siglas en inglés), el cual sera revisado con mas detalle en la siguiente
subseccion.

2.2.4. Calicio del reticulo sarcoplasmico

Los miocitos tienen como funcién principal la contraccién muscular y su
citoplasma es conocido como sarcoplasma (haciendo referencia a la unidad de
contraccion muscular la "sarcémera”). Dentro de éste, encontramos el reticulo
sarcoplasmatico (SR). Dada la alta especializacién celular de los miocitos, algunos
de los organelos toman formas especificas para cumplir su funcion. Tal es el
caso del reticulo endoplasmatico liso que, en este tipo de células, recibe el
nombre de reticulo sarcoplasmico. Se ha reportado que el reticulo sarcoplasmico
funciona como un almacén de iones calcio y mas aun, se cuenta con evidencia
que sustenta el hecho que la entrada de calcio extracelular al interior de la célula
induce la liberacién de reservas intracelulares de este ion (Somlyo y Somlyo 1994
y Fabiato 1983).

En musculo cardiaco, el cambio en el potencial de membrana durante el
potencial de accion genera, a su vez, la apertura de canales de calcio de tipo
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L dependientes de voltaje. Este flujo induce la liberacién de calcio inducida por
calcio (calcium-induced calcium release,CICR), proceso en el cual se activan
los receptores de rianodina (RyR), que son canales liberadores de Ca** sobre
la membrana del SR (Rueda, de Alba-Aguayo, y Valdivia 2014 y Kuo y Ehrlich
2015).

En el caso del musculo estriado, algunos neurotransmisores (como la acetil-
colina) provocan una despolarizacion que genera la activacion de los canales de
calcio de tipo L y, mas aun, para el caso del musculo esquelético, dichos canales
estan acoplados mecanicamente con los RyR, lo cual induce una liberacién del
calcio contenido en el SR de forma similar a lo que sucede en el musculo cardiaco
(Kuo y Ehrlich 2015).

Otra molécula importante a considerar dentro del proceso de excitacion
muscular es el inositol trifosfato (IP3), un segundo mensajero que es liberado
al medio intracelular como un producto de la activacion de la fosfolipasa C, lo
cual sucede como una respuesta a algunas hormonas especificas, como la
vasopresina o la bradiquinina, o por neurotransmisores del sistema simpatico
(Kuo y Ehrlich 2015). Los receptores de IP; (IP3R) son canales tetraméricos
(con cuatro subunidades) de calcio en la membrana del SR. Los IP5R responden
a incrementos intracelulares de inositol trifosfato (IP3) y, al igual que los RyR,
liberan el calcio del SR, incrementando los niveles intracelulares (Kuo y Ehrlich
2015).

El efecto conjunto de la liberacién por el SR y la entrada por medio de los
canales membranales resulta suficiente para producir contracciones musculares
al unirse a la troponina C. Una vez que la contraccion muscular ha finalizado, los
niveles intracelulares regresan a niveles basales, lo cual se da por medio del in-
tercambiador de Na*/Ca?* que expulsa los iones calcio al medio extracelular y la
bomba ATPasa de Ca?" (SERCA, Sarco Endoplasmic Reticulum Ca?"), presente
en la membrana del SR, que los vuelve a secuestrar dentro del SR(Rueda y cols.,
2014).

Al momento de realizar el secuestro de calcio, la funcidén que realiza SERCA
es doble, por un lado, esta disminuyendo las concentraciones intracelulares de
calcio, lo cual permite la relajacion de las fibras musculares vy, por otro lado,
reestablece los almacenes de calcio dentro del SR que pueden ser aprovechados
en contracciones posteriores . SERCA pertenece a la misma familia que la
bomba de sodio y potasio pero, a diferencia de esta ultima, se compone de
un solo polipéptido de alrededor de 110 kDa y utiliza la energia de hidrdlisis
de ATP para transportar iones calcio a través de la membrana (Periasamy y
Kalyanasundaram, 2007).
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Figura 2.6: Grafica basada en Muangkram y cols. (2017) que muestra los posibles
estados de una fibra muscular y las transiciones entre ellas. Se agrega una linea vertical
que separa estas condiciones de las fibras en dos. Del lado izquierdo se encuentran los
estados disociados a moléculas de calcio (sin estimulo) y del lado derecho las fibras que
han recibido la sefal para iniciar la contraccion.
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2.3. Contraccion muscular

En general, existen modelos en la literatura que replican cada uno de los pasos
de contraccién que se presentan en un musculo e, incluso, han sido probados
en modelos especificos de ciertos érganos, como en el caso de Muangkram y
cols. (2017), sin embargo, como en ese mismo articulo se menciona, todavia
existen huecos que estudiar sobre el acoplamiento exitacién contraccién como el
consumo de ATP asociado, el cual es uno de los objetivos a largo plazo dentro
de esta investigacion. En este trabajo, se plantea la incorporacién del modelo
de Muangkram y cols. (2017) con procesos de excitacion celular, para tener
una descripcién mas acorde a la realidad del proceso de contraccion. Dada la
gran similitud funcional de los musculos cardiacos y estriados, consideramos
que este modelo es un buen punto de inicio. El modelo de Muangkram y cols.
(2017) propone que se tenga una ecuacion diferencial para cada uno de los ocho
posibles estados de una fibra muscular a lo largo del proceso de contraccion. El
paso entre cada uno de éstos esta definido con ciertos pesos llamados )1 a ()13,
tal como se aprecia en la Figura 2.6.

Podemos pensar que las fibras en "reposo” se encuentran en un estado
en el que la troponina evita que se de la interacciéon entre actina y miosina
(Mpp(Mr)) dado que, en ausencia de una sefial de calcio, las fibras en nuestro
sistema tiende a tener estas propiedades. En el momento en que entra calcio a
la célula, las fibras empiezan a cambiar a un estado cMpp, el cual se diferencia
del estado anterior solamente por la unién del calcio a la troponina de acuerdo a
los mecanismos planteados previamente.

Una vez que se da el cambio conformacional de la troponina en respuesta al
calcio, la troponina no evita mas la interaccion entre las proteinas involucradas y
se da la union entre la miosina y la actina, formando el complejo de actomiosina
(cAMppy). En un siguiente paso, el fosfato que se encontraba anexado a la
unidad S1 se separa del complejo, generando un movimiento causado por un
cambio en la forma de la miosina en respuesta a la ausencia de este ién (cAMpy).

Posteriormente, el ADP que se encontraba unido a la subunidad S1 es inter-
cambiado por una molécula de ATP (cAM7), la cual puede romperse en ADP y
fosfato inorganico, proceso durante el cual la miosina se separa de la actina 'y
regresa a la conformacién que tenia antes de la separacion del fosfato inorganico
(cMpp(cMr)) Yy, finalizando el ciclo, la miosina vuelve a unirse a la actina, por lo
que el sistema vuelve a su estado cAMpp,, Y puede reiniciar las contracciones.

Sin embargo, existe una salida del ciclo previamente descrito, si el una fibra en
estado cAMp, se disocia del calcio (AMp,) puede darse un nuevo intercambio
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entre el ADP y el ATP (AM7) y la roptura de este nuevo ATP que se acaba de
incorporar nos permite regresar al estado de reposo Mpp(Mr).

Las ecuaciones que representan las tasas de cambio de un estado a otro
poseen su propia ecuacion diferencial, las cuales consideran la densidad de
fibras musculares que les dan origen, asi como elementos especificos que son
necesarias para algunas de las transiciones, como es el caso de los iones de
calcio (Ca®™) y los nucleétidos de adenina (ADP y ATP). Las ecuaciones que
representan los flujos de transicidén de un estado a otro son:

Q1 = Yb[MDP(MT)][CG]nca ( )
Q2 = Zy[cMpp] (2.16)
Q3 = Ya[CMDp] (2.17)
Qs = Za[cAMppy| (2.18)
(2.19)
(2.20)

Qs = Y,[cAMppy] 2.19

Qs = Z,[cAMp,] 2.20

Qr = 2, 1AMD] (2.21)
L+ 757

Qs = Zy[cAMr] (2.22)

Qo = Zs[cMpp(cMr)] (2.23)

QlO = K‘[CAMDS] (224)

Qu = Z[AMp,][Ca]"™" (2.25)

Qu = 7, Mol (2.26)
L+ 275

Qs = Zn|AMy] (2.27)

Los valores y explicaciones de los parametros involucrados en estas ecuacio-
nes pueden encontrarse en el apéndice A.

Siguiendo el esquema 2.6, es posible formar ecuaciones diferenciales para
describir el cambio en cada uno de los tipos de fibras dispuestos en el sistema
(2.15)-(2.27). Es decir, por ejemplo, para expresar el cambio en las que se
encuentran en estado cAMy se tienen que considerar las fibras que pasan a
este estado (();) y las que se encuentran en estado cAMr y pasan a un estado
distinto (Qg), por lo que la ecuacion de cA My quedaria expresada

O[cAMr] = Q7 — Qs,
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escrito de forma desarrollada,
[CAMDS]

Kg arp
+ [AT P]

at[CAMT] = Zd . — Zh [CAMT] .

De igual forma, es posible realizar un proceso similar para cada uno de los
ocho distintos estados posibles de las fibras, de acuerdo al diagrama 2.6, lo que
da como resultado:

O[Mpp(Mr)] = (Q2+ Qi3) — Q1, (2.28)
dleMpp] = (Q1+ Q4) — (Q2 + Q3), (2.29)
K[AMr] = Q12 — Qis, (2.30)
Oi[cAMppu) (Q3+ Qs + Qo) — (Qu + Qs), (2.31)
OileMpp(cMr)] = Qs — Qo, (2.32)
O[AMps] = Q10— (Qu + Q12), (2.33)
Oi[cAMps] = (Qu + Qs) — (Qs + Q7 + Q1o), (2.34)
O¢[cAMr) Q7 — Qs. (2.35)

Dada las propiedades de contruccién del sistema de ecuaciones, cabe des-
tacar que el sistema es completamente conservativo, es decir, la suma total de
todas las proporciones permanece constante y es normalizada a uno. La pro-
piedad de conservacion es relevante porque lo que se mide es la proporcion de
fibras en un cierto estado con respecto al total, suponemos que para los tiempos
gue maneja el modelo no hay pérdida ni generacion de fibras musculares.

Resulta especialmente interesante analizar la respuesta que se presenta en
@1y @11, dado que representan los momentos en que el calcio puede unirse a la
fibra muscular, activando la dinamica de contraccion.

Si fijaramos [Ca] = 0, el flujo de la parte izquierda a la derecha se vuelve
cero, lo cual implicaria que la dinamica de las fibras se concentraria en la parte
izquierda de la Figura 2.6, lo cual, dada la direccion del flujo de esa parte del
diagrama (que es unidireccional) se obtiene una concentracién de fibras principal-
mente en estado Mpp(My) el cual, como se discutié previamente, corresponde
a un estado de reposo sin senal contractil.

Por otro lado, al aplicar calcio a nuestro sistema, la tendencia es a entrar en
el “power stroke”, que se corresponde con el ciclo de contraccién. En conjunto,
estudiando la concentracién de cada una de las fibras, podemos tener una
reproduccién de la dindmica que se presenta en musculo y el cambio a lo largo
del tiempo.



42

CAPITULO 2. EXCITACION Y CONTRACCION MUSCULAR



Capitulo 3

Simulaciones computacionales de
contraccion muscular

3.1. Estimulo y contraccion

Una vez que se dispone de los elementos basicos que se busca modelar, es
posible realizar simulaciones que representen el sistema en su totalidad. Tal como
se describié en la seccion 2.2.2, es posible realizar simulaciones que respondan
a los potenciales de membrana y, a partir de esto, obtener las corrientes de calcio
asociadas a un estimulo. Es de esta forma que se realizé una prueba con un
modelo de excitabilidad celular. Al modificar el estimulo externo, representado por
el término Jg de la Ecuacion 2.8, es posible provocar que la célula entre en un
estado de disparo repetido. En especifico, si de este ciclo de disparo constante
extraemos el flujo de calcio (J¢, de Ecuacion 2.8) y dichos flujos son usados
para calcular la concentracién intracelular de calcio, se obtiene la imagen superior
de Figura 3.1. Es posible apreciar que la concentracion intracelular de calcio
decrece hacia su estado estable en ausencia de potenciales de accién pero, en
cada potencial de accidn, el nivel de calcio se incrementa hasta alcanzar un valor
definido por el parametro h (Ecuacion 2.10).

Se debe recordar que este cambio en la concentraciéon no sélo se debe
a la entrada de calcio por medio de la membrana, sino que también hay una
parte involucrada con una retroalimentacidén positiva que libera calcio de los
compartimientos sarcoplasmicos en el interior de la célula. Este efecto es, por
ahora, interpretado sélo como un cambio mayor, que pudiera ser modelado
solo incrementando A (lo cual ignora un retraso en la activacion de la corriente
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sarcoplasmica de calcio), pero una mejor aproximacion puede ser una de las
posibles extensiones del modelo que incluyan flujos de calcio originados en el
reticulo sarcoplasmico.

Una vez construido un modelo que representa los cambios en la concentra-
cion de calcio intracelular a lo largo del tiempo, es posible regresar al modelo
presentado por Muangkram y cols. (2017). Este modelo dispone del calcio como
una variable que altera la dinamica del sistema. Cuando esta concentracion se
incrementa, permite que las fibras salgan de su estado “inactivo” e inicien su ciclo
de contraccion.

Una explicacién mas detallada sobre cémo es que los niveles elevados de
calcio y su unién con la troponina estimulan la contraccion puede encontrarse
en la seccién 2.2.3. Si utilizamos los datos de la concentracion de calcio de la
resultantes del proceso de los potenciales de accion como un forzamiento para
las ecuaciones (2.15)-(2.27), obtenemos los estados de las fibras durante estos
procesos (Figura 3.1).

Podemos recurrir a la Figura 2.6 para interpretar los resultados obtenidos
mediante nuestra simulacién. En principio, cuando los niveles de calcio son
muy bajos, casi todas las fibras se encuentran en el estado Mpp(Mr), €l cual
puede pensarse como un estado “en reposo”, dado que el sistema tiende a él en
ausencia de calcio y es un estado sin contraccion.

En el momento en que se adiciona calcio, de acuerdo a lo descrito por Ecua-
cién 2.15, las fibras en estado Mpp(Mr) pueden pasar a estados distintos. En
especifico, pueden entrar en el “power stroke” (Figura 2.6), que corresponde con
el ciclo en el que se dan los cambios conformacionales de la miosina (descritos
en seccion 2.1), que inducen la contraccién muscular.

Tal vez pueda resultar relevante en estudios posteriores que, al iniciar la
contraccién, se observa una pequena saturacion de las fibras en estado cMpp,
lo cual tiene sentido, siendo que es un paso intermedio que da paso al "power
stroke” sin ser directamente parte de este proceso de generacion de fuerza
muscular. Este paso se relaciona con la unién del calcio que entra a la célula con
la troponina, lo que genera el cambio conformacional que, posteriormente, genera
la contraccion per se. Este proceso explica el pequerio pico de la concentracién
de este estado durante los primeros momentos de cada sefal de contraccion, el
cual va disminuyendo conforme mas fibras continian con su paso por los distintos
estados.
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Figura 3.1: La concentracién de calcio intracelular (abajo) fue obtenida del modelo en las
ecuaciones (2.8)-(2.10), al realizar el modelo de contraccion de fibras, es utilizado como
un forzamiento. La respuesta a este forzamiento (arriba) se muestra en una disminucion
de la concentracién de las fibras en reposo (M pp Mr) después de cada pulso de calcio
y un incremento en las fibras en el resto de los estados.
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3.2. Contraccion tetanica

Una vez que se determiné que el modelo funciona para describir la contraccion
muscular en general, es posible analizar sus caracteristicas en situaciones y
escenarios especificos, en este caso, se presenta la contraccion tetanica.

Para este fin, es posible modificar este forzamiento de calcio que le suminis-
tramos al modelo. Para realizar ésto, es necesario discutir un poco sobre qué es
la contraccion tetanica y cdmo es que se ve alterada la respuesta muscular.

La contraccién tetanica es clasica de la enfermedad conocida como tétanos,
producida por la bacteria Clostridium tetani. Las esporas de C. tetani son comun-
mente encontradas en el polvo y en los excrementos de los animales y entran al
cuerpo humano por medio de tejido danado (Akane y cols. 2018). Una vez que
se presenta la infeccion tetanica, C. tetani produce una toxina conocida como
tetanospasmina (Wright 1955). La tetanospasmina inhibe la liberacién de GABA
y glicina, neurotransmisores que regularmente inhiben neuronas motoras (Fin-
kelstein, Teisch, Allen, y Ruiz 2017). Al bloquearse la inhibiciéon de las neuronas
motoras, la contraccién muscular se presenta sin control, lo cual provoca los
clasicos sintomas del tétanos que incluyen rigidez, espasmos e incapacidad de
control sobre las contracciones (Finkelstein y cols. 2017).

Sin embargo, cabe aclarar que la contraccion tetanica no es exclusiva de
individuos que presentan esta enfermedad sino que patrones similares pueden
ser obtenido de musculos con ciertos patrones de estimulacién e, incluso, es
posible estimular a un musculo experimentalmente para que realice este tipo de
contracciones (Edman, Elzinga, y Noble, 1978).

De la informacion anterior se puede extrapolar que la contraccién tetédnica no
es resultado de una alteracién de la forma en que funcionan las fibras, sino del
estimulo que reciben del sistema nervioso. Parece entonces que, para simular la
contraccién teténica, basta con incrementar la velocidad de los ciclos de excitacion
hasta niveles cercanos a los que se presentan durante el tétanos (mayores a
30 Hz).

Utilizando la informacion presente en la figura 3.2, estimamos que durante la
contraccion tetanica los pulsos de calcio se presentan cada 40 ms.

Al aplicar el estimulo tetanico sobre las fibras, se observa que la amplitud
del estimulo de calcio se va agregando hasta alcanzar una especie de meseta
(Figura 3.3). Las fibras parecen estar en constante contraccidén y sélamente se
detiene si se deja de estimular las fibras. Estos resultados parecen congruentes
con lo reportado por Bruton y cols. (2003). Los niveles en reposo de [Ca™] se
mantienen alrededor de 0.1 uM y los primeros estimulos no alcanzan el maximo
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Figura 3.2: Concentracion intracelular de calcio durante contraccion tetanica. Datos
tomados de la Figura 4 del articulo de Bruton y cols. (2003)
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(alrededor 0.2 ;4 M), sino que éste es resultado de la suma de varios pulsos de
calcio.

Por otro lado, la concentracién de las fibras contractiles llega a una meseta,
que parece casi constante. Una hipotesis que se puede desarrollar es que si
multiplicamos esta concentracién por la cantidad de fibras y por la fuerza generada
en cada uno de estos estados, obtendriamos una grafica de fuerza como las
reportadas por Bruton y cols. (2003), que también tiene una "meseta” durante
las contracciones tetanicas. Esto sera discutido con méas detalles en la siguiente
subseccion.

El modelo parece ser capaz de reproducir dinamicas generales de contraccién
en musculo. Las ventajas del desarrollo de un modelo al respecto incluyen el
gue nos permite analizar por separado el efecto de distintos actores involucrados
en el proceso de excitacion-contraccidén y que es posible observar la dinamica
de nuestro sistema en tiempo continuo, lo cual no seria posible de realizar con
mediciones experimentales que, por cuestiones procedimentales, solamente
pueden ser discretas.

El modelo tiene como un elemento explicito de la concentracién de ATP en
la célula y su relacidén con el proceso de excitacidn-contraccion, el cual puede
ser posteriormente modificado para atender un problema abierto mencionado en
Muangkram y cols. (2017), respecto al consumo de ATP durante este proceso.

3.3. Direcciones futuras

Como se aprecia de los modelos anteriores, es posible realizar simulaciones
computacionales que describan el comportamiento de las fibras en respuesta a
estimulos.

El uso de estos modelos no solamente es importante por su poder predictivo,
como se suele pensar, sino que, ademas, nos dan una herramienta para entender
cémo es que los diferentes factores involucrados en un fendbmeno biologico
interactuan entre si.

Como se menciond, el modelo original es un modelo pensado para sistema
cardiaco. El presente trabajo se aprovecha de que tanto el musculo estriado
como el cardiaco funciona de forma similar a grandes rasgos; sin embargo, una
reparametrizacién seria Optima para terminar de marcar las diferencias entre
ambos tipos musculares.

Una ventaja que presenta el modelo presentado en este trabajo es el uso de
una sefal de calcio resultante de un potencial de accién, comparado con otros
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Figura 3.3: Concentracién de calcio intracelular durante estimulo (abajo) y la respuesta
en las fibras musculares. El estimulo fue suministrado de 100 a 400 ms con una frecuencia

aproximada de 1 pulso cada 40 ms 6 25 Hz.
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sistemas que han utilizado forzamientos que replican la forma de los pulsos de
calcio cuya respuesta se desea estudiar. Se juzgd mas apropiado realizar un
acomplamiento de excitacion-contraccion dado que permite realizar comparacio-
nes de los efectos de otros flujos idnicos (como sodio y potasio). Por otro lado, es
un sistema mas cercano a la realidad biolégica del sistema, en el que los pulsos
de iones son resultado de un sistema dinamico con diversos factores involucrados.
Por ejemplo, para el modelo presentado en este trabajo, la reduccion del sistema
muscular a un modelo basado en ecuaciones diferenciales y el flujo entre distintos
estados permite analizar la dinamica que siguen las fibras a lo largo del tiempo
en un proceso de contraccion.

3.3.1. Concentracion de ATP

Un elemento de analisis futuro, que no pudo ser agregado al modelo aqui
presentado, involucra la dinamica del ATP a lo largo del tiempo. Parece claro la
relevancia que esta molécula tiene para el fenémeno de contraccién, sin embargo,
modelos previos han optado por considerarla constante.

Un primer acercamiento que ya se esta explorando es realizar algunas modifi-
caciones a la ecuacion para el AMP (P) en masculo de Pearson y cols. (2016),
tal como aparece en este articulo si eliminamos el elemento de resistencia a la
insulina dice que

P = — ApP — YaMpAyP — Mg PIG,,. (3.1)

El modelo de Pearson y cols. (2016) parece tomar AMP y ADP como un
mismo conjunto, como moléculas de baja energia que dan origen al ATP al
obtener energia de los acido grasos (A,,) o de la glucosa (G,,). Dado que el ATP
no puede ser sintetizado de novo y que cada AMP 6 ADP utilizado da origen a
sblo un ATP, se puede hacer un supuesto que estas son las Unicas dos formas
en las que se sintetiza ATP, de donde

0T = vy MaA, P+ v, MaPIG,, — \pT. (3.2)
La inclusién de esta ecuacién al modelo permitiria una representacion mas

adecuada de la dinamica que se presenta, a la vez que incluye un elemento
fundamental.
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3.3.2. Generacion de fuerza contractil

En un capitulo anterior se mencion6 que se podria multiplicar la cantidad de
fibras en cierto estado por la fuerza generada en ese estado de la fibra para
generar una contraccion. Esta idea se ve reforzada por la propuesta original de
Muangkram y cols. (2017), quienes separan la fuerza total del puente cruzado
(Fp) en fuerza débil (f,,) y fuerza poderosa (Fy,). De esta forma, se obtiene un
sistema de ecuaciones que representa la fuerza total generada por masculos

Foy = nCa-Ay,-[cAMppy) - hy (3.3)
Fbp = TLC(Z . Ap . ([CAMDS} + [AMDS]) . hp (34)
Fy, = Py + Iy, (3.5)

tal que h, y h, representan la longitud del segmento elastico de las fibras
musculares y A,, junto con A, tienen unidades de mN -mm~2-pum~'-uM ! para
realizar la equivalencia a unidades de fuerza por unidad de area. Sin embargo,
una parte que no termina de coincidir parece ser la presencia de nC'a dentro de
esta ecuacién, tal como lo definia Muangkram y cols. (2017), es la cantidad de
iones calcio que pueden unirse a una misma troponina, de igual forma, pasa a
suponer que se corresponde a la cantidad de fibras pertenecientes a una misma
unidad motora. Sin embargo, no parece existir una justificacién para su presencia
dentro de la ecuacién bajo ninguna de estas perspectivas, por lo que se sigue
en proceso de determinar si el uso de estas ecuaciones es apropiado o seria
necesario modificarlas.
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Tabla A.1: Tabla con los parametros utilizados en las simulaciones

Parametro Valor Unidades Descripcion
Ch, 30 pF Capacitancia de membranal'!
Coo 0.000001 mM Valor estable del calcio®!
e 50 ms~! Constante de tiempo asociada al calcio!
T 37 °C Temperatura en un sistema biolégico!
h 0.2 - Modulador de la concentracion intracelular de calcio!”
Y, 0.1816 ms™* Tasa de unién del calcio a la troponina del MgL
Y, 0.05588 ms™* Tasa de disociacién del calcio en cAMEl
Y, 6.2865 ms™* Tasa de disociacion del fosfato en cAM, E}w
Zy 0.07264 ms~! Tasa de disociacién del calcio al cA7 D PP
Zy 3.6 ms~! Tasa maxima de sustitucién de ADP por ATP (con [ATP] muy grande)®?!
Zn, 10.0 ms~! Tasa de ruptura del ATP en cAMy, generando ADP y fosfato2!
Z; 10.0 ms~! Tasa de union de la miosina a la actinal?
Z 0.0 ms~! Tasa de union del fosfato a cAMl[)Z]S
Zy 79.8886 ms~! Tasa de uni6n del calcio a la troponina en AM,[DZL
Y, 1.0 ms~? Tasa de unién de miosina y actinal!l
Zq 1.0 ms~! Tasa de disociacién de miosina y actinal®)
nCa 5.0 - Cantidad sitios de unién de calcio en la troponinal?
Karp 0.001 mM Constante Michaelis-Menten de la unién de ATP a miosina®
[ATP] 6.67 mM Concentracién intracelular de ATP 2
Aca 0.0333 pA/pF Amplitud maxima de la coriente normalizada tipo L de Ca>t [U
Ag 23.333 pA/pF Amplitud maxima de la coriente normalizada de K+ [!
ANak 0.0333 pA/pF Amplitud maxima de la coriente normalizada de Na™*-K+ {1
ANaCa 0.1 pA/pF Amplitud maxima de la coriente normalizada de Nat-Ca™ !l
Gy 0.05 st Tasa de activacién para la corriente de K* [
by 0.35 - Factor de pendiente de activacion de la corriente de K™ [l
Guw 3.0 - Factor de pendiente de activacion de la corriente de K+ [1]
Ve 0.0 mV Potencial de media activacion para la corriente transitoria de K* [

[ Herrera-Valdez (2018) 2 Muangkram y cols. (2017) 3! Kuo y Ehrlich (2015)
[ Aproximado
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Tabla A.2: Glosario de abreviaciones

Abreviacion

Significado

ACh
ADN
ADP
AMP
ARN
ATP

CaZ™t

CoA

IP3R
RyR
SERCA

SR

Acetil colina
Acido desoxiribonucléico
Adenin difosfato
Adenin monofosfato
Acido ribonucléico
Adenin trifosfato
lon calcio
Coenzima A
Inositol 1,4,5-trifosfato
Receptor de inositol 1,4,5-trifosfato
Receptor de rianodina
Ca2 T -ATPasa del reticulo sarcoendoplasmatico

Reticulo sarcoplasmico
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