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RESUMEN

La isquemia miocdrdica aguda es un patologia que causa aproximadamente 7 millones de
muertes al afio. Durante la primera fase de esta enfermedad cardiaca se producen potenciales
de accidn alternantes, que son fuertemente arritmogénicos. Sin embargo, aunque se dispone
de estudios donde se han observado dichos alternantes experimentalmente, sus causas son aun
desconocidas.

El objetivo del presente TFG es doble. Por un lado, se ha partido de una version del modelo de
O'Hara-Rudy (O’Hara et al., 2011) de potencial de accion ventricular humano desarrollado por
Ana Gonzalez en su TFG (Gonzalez Ascaso, 2019) programado en Matlab y se ha desarrollado
una version que permite el estudio tedrico de las causas de la aparicidn de potenciales de accidn
alternantes en situaciones de isquemia aguda de miocardio. El segundo objetivo consiste en
determinar las causas de estos alternantes. Para ello, se ha programado un mdédulo nuevo para
realizar de manera sistematica un elevado nimero de simulaciones que permiten identificar las
condiciones que dan lugar a alternantes. Ademas, se han realizado distintas modificaciones de
esta nueva versiéon del modelo para el estudio de los factores isquémicos y de las corrientes y
concentraciones idnicas para tratar de dilucidar las causas de los mismos, y estudiar potenciales
formas terapéuticas de eliminarlos.

Los resultados obtenidos sugieren que los valores que toman las concentraciones intracelulares
de ATP y ADP durante la isquemia aguda son clave en la aparicién de alternantes eléctricos a
través de la corriente de potasio sensible a ATP. También lo es la concentracidn extracelular de
potasio. Por otro lado, la alternancia que se produce en el ciclo del calcio también tiene efectos
en el potencial de accidn, al provocar una alternancia en la corriente de calcio a través de los
canales de tipo L. Asimismo, la depresidn de la corriente rapida de sodio también ha probado
ser clave en la aparicién de alternantes. Por Ultimo, la corriente rapida de potasio favorece el
mantenimiento dichos potenciales de accién alternantes, aunque no constituye la causa directa
de la aparicion de los mismos.

Palabras Clave: isquemia miocardica aguda, alternantes, factores isquémicos, corrientes idnicas,
potencial de accion
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RESUM

La isquémia miocardica aguda és un patologia que causa aproximadament 7 milions de morts a
I'any. Durant la primera fase d'aquesta malaltia cardiaca es produeixen potencials d'accid
alternants, que sén fortament aritmogenics. No obstant aix0, tot i que es disposa d'estudis on
s'han observat aquests alternants experimentalment, les seves causes sén encara
desconegudes.

L'objectiu d'aquest TFG és doble. D'una banda, s'ha partit d'una versié de el model de O'Hara-
Rudy (O'Hara et al., 2011) de potencial d'accié ventricular huma desenvolupat per Ana Gonzalez
en el seu TFG (Gonzalez Ascaso, 2019) programat en Matlab i, s'ha desenvolupat una versié que
permet I'estudi, mitjancant models computacionals, de les causes de |'aparicié de potencials
d'accié alternants en situacions d'isquémia aguda de miocardi. El segon objectiu consisteix a
determinar les causes d'aquests alternants. A continuacid, s'ha programat un modul nou per a
realitzar de manera sistematica un elevat nombre de simulacions que permeten identificar les
condicions que donen lloc a alternants. A més, s'han realitzat diferents modificacions d'aquesta
nova versid del model per a l'estudi dels factors isquémics i dels corrents i concentracions
ioniques per tractar de dilucidar les causes dels mateixos, i estudiar potencials formes
terapeutiques d'eliminar-los.

Els resultats obtinguts suggereixen que els valors que prenen I'ATP i I'ADP durant la isquemia
son clau en I'aparicio de alternants eléctrics a través del corrent de potassi sensible a ATP. D'altra
banda, I'alternanca que es produeix en el cicle del calci també té efectes en el potencial d'accid,
al provocar una alternanca en el corrent de calci a través dels canals de tipus L. Aixi mateix, la
depressid del corrent rapid de sodi també ha provat ser clau en l'aparicié de alternants.
Finalment, el corrent rapid de potassi afavoreix el manteniment aquests potencials d'accié
alternants, encara que no constitueix la causa directa de I'aparicié dels mateixos.

Paraules Clau: isquémia miocardica aguda, alternants, factors isquémics, corrents ioniques,
potencial d'accid
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ABSTRACT

Acute myocardial ischemia is a disease that causes approximately 7 million deaths every year.
During the first phase of this heart disease, alternans action potentials are produced, which are
strongly arrhythmogenic. However, although there are studies where such alternans have been
observed experimentally, their causes are still unknown.

The aim of the present TFG is twofold. On the one hand, we have started from a version of the
O’Hara-Rudy model (O’Hara et al., 2011) of the human ventricular action potential developed
by Ana Gonzalez during her TFG (Gonzalez Ascaso, 2019) programmed in Matlab and a version
has been developed that allows the study, using computational models, of the causes of the
appearance of alternans action potentials in situations of acute myocardial ischemia. The second
objective is to determinate the causes of these alternans. A new module has then been
programmed to systematically perform a large number of simulations to identify the conditions
that lead to alternans. In addition, various modifications have been made to this new version of
the model to study of ischemic factors and ionic currents and concentrations to try to elucidate
the causes their causes and study potentials therapeutic ways of eliminating them.

The results obtained suggest that the values taken by ATP, ADP and extracellular potassium
during ischemia are key in the appearance of electrical alternants through the ATP-sensitive
potassium current. On the other hand, the alternation that occurs in the calcium cycle also has
effects on the action potentials, by causing an alternation in L-type calcium current. Likewise,
depression of the fast sodium current has also been shown to be key in the occurrence of
alternans. Finally, the fast potassium current favours the maintenance of these alternans action
potentials, although it is not the direct cause of their appearance.

Keywords: acute myocardial ischemia, alternans, ischemic factors, ionic currents, action
potentials
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CAPITULO 1.MOTIVACION, ANTECEDENTES Y
JUSTIFICACION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la isquemia miocdrdica aguda es una de las
causas de mortalidad mas frecuentes, causando aproximadamente 7 millones de muertes
anuales en el mundo. Es una enfermedad cardiaca que se desarrolla por una reduccidn del flujo
sanguineo en el miocardio, provocando una disminucidn del aporte de nutrientes y oxigeno a
las células cardiacas. Habitualmente, esta patologia se produce por la obstruccidn total o parcial
de una arteria coronaria y puede ser producida por distintos factores, como el desprendimiento
de una placa de ateroma o un vasoespasmo de una arteria.

Los primeros 15 minutos de la isquemia miocardica se denominan ‘fase 1A de la isquemia’, y
durante esta fase el corazén sufre importantes cambios metabdlicos y electrofisiolégicos. En
torno al minuto cinco tras la oclusién, en la zona isquémica aparece una alternancia de la
amplitud y la duracidn del potencial de accién. Estas alteraciones tienen diferentes efectos sobre
el corazény, en particular, son precursoras del desarrollo de arritmias. En concreto, se sabe que
justo antes de iniciarse la fibrilaciéon ventricular es cuando aparecen los potenciales de accién
alternantes. Por ello, es de vital importancia el estudio de la causalidad de este fendmeno.

Desde hace décadas se sabe que es posible modelar computacionalmente la actividad eléctrica
del corazdn. Utilizando esta herramienta, se pueden estudiar y analizar los efectos eléctricos de
la isquemia miocardica. Estos modelos permiten la simulacion del potencial de accién con un
gran realismo y, ademas, en condiciones dificilmente reproducibles de un modo experimental,
permitiendo asi su estudio sin las limitaciones propias de la experimentacion, aunque
padeciendo de las inherentes al modelado matematico.

El grupo de investigacion de modelado cardiaco perteneciente al Centro de Investigacion e
Innovacion en Bioingenieria (CI2B) de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV), que codirige
el tutor del presente Trabajo Fin de Grado (TFG), ha realizado multiples publicaciones utilizando
modelos computacionales de los fendmenos eléctricos del corazén. En varios estudios en los
que se ha analizado la isquemia miocardica aguda se han observado potenciales de accion
alternantes; sin embargo, en pocos de ellos se han estudiado a fondo las causas de este
fendmeno.

Son antecedentes de este trabajo el TFG de Marta Gironés Sangliesa (Gironés Sanguesa, 2020),
en el que se modelé la isquemia miocardica en una célula aislada, y el Trabajo Fin de Master
(TFM) desarrollado por Claudia Esteban Paton (Esteban Patén, 2021), cotutora de este TFG, en
el que se modelé la isquemia miocardica en tejido cardiaco unidimensional. En ambos trabajos
se observaron potenciales de accidén alternantes, pero no se analizaron sus causas por no
constituir este el objetivo de los citados trabajos.



Estudio mediante simulacion computacional de las causas de los alternantes de origen
isquémico en cardiomiocitos ventriculares

Por otro lado, en el TFM llevado a cabo por Patricia Olcina Gonzalez (Olcina Gonzalez, 2018) se
estudio la hiperkalemia, es decir, la acumulacidon de potasio extracelular durante la isquemia
miocardica. Los resultados del trabajo mostraron que la concentracion de este ion sufre una
estabilizacién causada por la aparicion de potenciales de accién alternantes y que la
estabilizacidn de la concentracién extracelular de potasio estd directamente relacionada con la
aparicidn de arritmias mortales.

De este modo, se sabe que la alternancia eléctrica provoca la aparicion de arritmias relacionadas
con la hiperkalemia durante la isquemia miocdrdica aguda. Por ello, el estudio de las causas de
los alternantes de origen isquémico en cardiomiocitos ventriculares resulta crucial. El objetivo
de este trabajo consiste en realizar este estudio mediante simulacién computacional.

En el Trabajo Fin de Grado realizado por Ana Gonzdlez Ascaso (Gonzalez Ascaso, 2019) se
completé el modelo de potencial de accion desarrollado por O’Hara y otros (O’Hara et al., 2011)
para adaptarlo a los resultados obtenidos en el TFM de Patricia Olcina Gonzalez. Esta versién es
de la que se ha partido en el presente Trabajo Fin de Grado.

Entre las competencias especificas descritas en el Grado de Ingenieria Biomédica impartido en
la Universidad Politécnica de Valencia se encuentra la nimero 14, que indica:

“Capacidad de desarrollar, programar y aplicar métodos matemdticos en el andlisis, la
modelizacion y la simulacion del funcionamiento de los seres vivos y de los sistemas y procesos
utilizados en biologia y medicina”.

Entre otras capacidades relacionadas con la Ingenieria Biomédica, es esta competencia la que
justifica y se desarrolla en el presente Trabajo Fin de Grado.
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CAPITULO 2.INTRODUCCION

2.1. EL CORAZON

2.1.1 Anatomia cardiaca

El corazén es el principal érgano del sistema circulatorio. Se encuentra situado en el térax, en su
parte anterior estd el esterndn y en la posterior, el eséfago y la columna vertebral. Descansa
sobre el diafragma y en sus laterales se sitlan los pulmones.

El corazdn esta formado por cuatro cavidades: dos ventriculos, situados en la parte inferior; y
dos auriculas, en la superior. Estas cavidades dividen el corazén en el lado derecho y el izquierdo,
gue se encuentran separados mediante los tabiques auriculares y ventriculares. La auricula
derecha se comunica con el ventriculo derecho mediante la vélvula tricuspide vy, la auricula
izquierda con el ventriculo izquierdo a través de la valvula mitral.

Estas cavidades estan formadas por tres capas de tejido distintas. La mas externa es el
pericardio, una bolsa que cubre todo el corazdn; a continuacidn, se encuentra el miocardio, el
musculo cardiaco; y la mas interna es el endocardio.

El corazdn se encarga de bombear la sangre que circula por el cuerpo. Para ello, cuenta con las
arterias, vasos sanguineos que sacan la sangre de corazdn, y con las venas, vasos que la
introducen en él, como se observa en la Figura 2.1. Las venas cava inferior y superior llegan a la
auricula derecha, y del ventriculo derecho salen las arterias pulmonares. Del mismo modo, las
venas pulmonares llegan a la auricula izquierda, y del ventriculo izquierdo sale la arteria aorta.
Los ventriculos y las arterias estdn comunicados mediante valvulas semilunares, estas son las
valvulas pulmonares y adrtica, respectivamente.

Vena
pulmonar

Vena cava
inferior

Figura 2.1 Anatomia del corazon. Fuente: (Cardiovascular Health: Heart Valves, n.d.)
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Todas las valvulas mencionadas cuentan con la misma funcidn, evitar el retroceso de la sangre
una vez que ha pasado de una cavidad a otra.

2.1.2 El ciclo cardiaco

El ciclo cardiaco se define como la repeticion de eventos mecanicos y eléctricos que se suceden
en cada latido cardiaco. Cada ciclo se inicia debido a la generacién de un potencial de accion en
el nodo sinusal, provocando la contraccidn de las auriculas. Y en cada ciclo, el corazén
experimenta dos movimientos: la sistole, periodo de contraccion en el que se bombea la sangre;
y la didstole, periodo de relajacidon en el que se llenan las cavidades de sangre.

El ciclo cardiaco se divide en cinco fases, el cambio de una a la otra se produce por cambios de
presion en las cavidades que provocan el movimiento de la sangre de las zonas de mayor presion
a las de menor.

La primera es la relajacién isovolumétrica (diastole ventricular temprana), en la que la sangre
pasa de las venas hacia las auriculas, aumentando asi la presién de estas. Después tiene lugar el
llenado ventricular rapido (didstole ventricular), en el que las valvulas mitral y tricispide se
abren, permitiendo un flujo rapido y pasivo de sangre desde las auriculas a los ventriculos. La
tercera fase es la didstasis, que consiste en un llenado pasivo de los ventriculos. A continuacion,
se produce la sistole auricular, es decir, la contraccién auricular, eyectando el volumen residual
de sangre hacia el ventriculo. Una vez ha pasado toda la sangre de las auriculas a los ventriculos,
ocurre la contraccién isovolumétrica (primera fase sistole ventricular), en la que las valvulas
mitral y tricUspide se cierran debido al aumento de presidn de los ventriculos, que supera la de
las auriculas. Por ultimo, tiene lugar la eyeccion ventricular (segunda fase sistole ventricular), en
la que la presién de los ventriculos es mayor que la de las arterias, por lo que se abren las valvulas
semilunares (adrtica y pulmonar) y la sangre es expulsada del corazén (Universidad Nacional
Autonoma de México, 2019).

2.1.3 Sistema eléctrico de conduccion

El ciclo cardiaco anteriormente descrito tiene lugar gracias al sistema de conduccidn eléctrico
del corazdn. Los impulsos eléctricos que se generan producen la contraccién de las células y dan
lugar a un latido.

El sistema de conduccidén eléctrico cardiaco se compone del nodo sinusal, el nodo
auriculoventricular (AV), el haz de His, que se divide en la rama derecha y en la izquierda, y el
sistema de fibras de Purkinje; estos componentes se observan en la Figura 2.2.

Nédulo sinusal Haz de His

Tractos
intemodales

Nédulo
auriculoventricular

Fibras de
Purkinje

Figura 2.2. Sistema de conduccion eléctrico cardiaco. Fuente: (Electrocaradiografia, n.d.)
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El nodo sinusal se encuentra en la pared de la auricula derecha y es el que marca el ritmo
cardiaco dado que presenta la frecuencia mas rdapida, 70 latidos por minuto (lpm). La
propagacion se realiza a través de los tractos internodales hasta el nodo auriculoventricular.

El nodo AV se encuentra en la parte posterior del septum interauricular, y es la Unica via de
comunicacion eléctrica entre las auriculas y los ventriculos. Su velocidad de propagacion es muy
lenta, lo que permite un éptimo llenado ventricular durante la sistole auricular.

Del nodo AV, la excitacidn se transmite al haz de His, que propaga la conduccién en dos ramas a
ambos lados del tabique interventricular, hasta llegar a las fibras de Purkinje, que se ramifican
por las paredes de los ventriculos, como se observa en la Figura 2.2. La velocidad del sistema de
conduccién ventricular es muy rapida, de modo que se transmite de forma casi inmediata a toda
la superficie que cubre.

2.2 ELECTROFISIOLOGIA DEL CORAZON

2.2.1 Mecanismos de transporte

La membrana celular estd formada por dos capas de lipidos y separa el medio intracelular
(interior de la célula) del medio extracelular (exterior de la célula). Estos dos son medios
conductores y la membrana es eléctricamente aislante, por lo que entre los tres forman un
condensador. La membrana tiene una capacidad de 1 pF/cm?y un espesor de 80 A (Guyton &
Hall, 2011).

El movimiento de los iones entre ambos medios depende en cierta parte de la difusién y el
campo eléctrico. De este modo, estos determinan las concentraciones idnicas a ambos lados de
la membrana celular. La difusidn es un fenédmeno por el cual los iones tienden a moverse de las
zonas en las que hay mayor concentracion a las que menos. El campo eléctrico, por su parte,
hace que los iones se muevan segun su carga, ya que los iones negativos tienden a ir hacia zonas
positivas, y los positivos, hacia zonas negativas (Malmivuo & Plonsey, 1995).

El sentido de la difusién siempre sera el mismo para cada ion ya que las concentraciones de
estos no varian lo suficiente entre el medio intracelular y extracelular como para modificarlo.
Sin embargo, el campo eléctrico depende del potencial de membrana, por lo que, en funcién de
si este es positivo o negativo, el movimiento de los iones variara.

Los principales iones que se encuentran en la célula son el calcio (Ca%), el sodio (Na*), el potasio
(K*) y el cloro (CI). Los gradientes de difusidon y campo eléctrico para estos iones se observan en
la Figura 2.3.
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(a)

[Ca®].= 145 [Na‘]. = 140 [K]ex4 [CF]. =115
Difusién  [Ca*li= 10" [Na*]i = 10 [K*]; = 145 [cti=4
(b)

[Ca®']; = 145 [Na']. = 140 [Ke=4 [CI]. =115

Difusion  [Ca*1i=10* [Na'}i= 10 [K*]i= 145 [Ct}~4

Figura 2.3. Gradientes de difusion y campo eléctrico. (A) Potencial de membrana negativo y (B)
Potencial de membrana positivo. Fuente: (Gironés Sanguesa, 2020)

Por otro lado, como la membrana es un elemento aislante, los iones necesitan mecanismos de
transporte especificos para poder atravesarla. Estos mecanismos se dividen en dos categorias,
los pasivos y los activos, y se representan en la Figura 2.4. Los canales idnicos, los
intercambiadores y los cotransportadores forman parte del grupo de los pasivos. Las bombas
son activas, ya que necesitan de energia para funcionar (Malmivuo & Plonsey, 1995).

Los intercambiadores idnicos realizan el intercambio de iones entre el medio extracelular y el
intracelular. El intercambiador Sodio-Calcio (Na*-Ca?*) extrae un ion de calcio e introduce tres
de sodio. Por difusidn, el sodio tiende a entrar aportando asi la energia suficiente para sacar el
calcio. Por otro lado, también existe el intercambiador sodio-protones (Na*-H*), igual que en el
caso anterior, la energia proporcionada por introducir un ion sodio se utiliza para extraer un
proton.

Un cotransportador se basa en un método parecido al anteriormente descrito, pero en este caso
utiliza la energia aportada por un ion que sale de la célula de forma pasiva, para extraer otro con
él. En el cotransportador CI-K*, el ion de potasio proporciona la energia necesaria para extraer
el de cloro.

El Unico mecanismo activo, las bombas, requiere de energia externa ya que los iones implicados
se mueven en el sentido contrario al gradiente de difusién. La bomba Na*-K* capta 3 iones de
sodio del medio intracelular y 2 de potasio del extracelular, y los intercambia. Esa energia
externa la aporta una molécula de adenosin trifosfato (ATP) del medio intracelular debido a la
desfosforilacién que sufre al entrar en contacto con una enzima ATPasa que se encuentra en la
bomba. También hay bombas de un solo ion, la bomba de calcio extrae este ion al medio
extracelular.
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Medio extracelular

Ca* Na* K* a Ca?
. M L
Na* . Na )
‘ Cotransportador K*-Cl Bomba Ca*
Intercambiador Na*-Ca®* Bomba Na*-K* Intercambiador Na*-H*

Medio intracelular

Figura 2.4. Intercambiadores, cotransportadores y bombas. Fuente: modificado de (Gironés
Sanguesa, 2020)

2.2.2 Los canales idnicos: modelo eléctrico

Los canales idnicos se encuentran en la membrana celular y son proteinas con poros que
cuentan con una cierta selectividad idnica, por lo que por cada canal solo pueden pasar ciertos
iones.

Las proteinas que forman los canales pueden variar su estado conformacional abriendo y
cerrando el canal. Normalmente estos cambios se producen por una variacion en el potencial
de membrana, este tipo de canales se denominan voltaje-dependientes. Por otro lado, existen
los canales ligando-dependientes, que varian su estado si un ligando concreto se une a estas
proteinas.

Los canales ofrecen resistencia al paso de los iones y se utiliza el termino de conductancia para
expresar este fendmeno, que se define como la facilidad que tiene el canal para dejar pasar los
iones.

Respecto al campo eléctrico al que estan sometidos los iones, se representa mediante el
potencial de membrana (Vm), y el gradiente de difusidn, con el potencial de equilibrio del ion

(Es).

El potencial de equilibrio de un ion indica el potencial de membrana que deberia haber para que
el ion no tendiera a moverse de un medio a otro. Depende de las concentraciones de cada ion
en el medio intracelular y extracelular y se expresa mediante la ecuacién de Nernst (Ferrero
Corral, 1994).

_ RT . [S]e (1)
Bs = 2F "I,

Siendo R la constante universal de los gases ideales, T la temperatura, F la constante de Faraday,
z la valencia del ion, [S], y [S]; las concentraciones del ion en el medio extracelular e
intracelular, respectivamente.

De este modo, la corriente eléctrica que atraviesa un canal se representa en la Figura 2.5 y se
define en la siguiente ecuacion (Ferrero Corral, 1994).

Iy = ys (Vi — Es) (2)

Siendo Y, la conductancia unitaria del canal y (V;,, — E;) la fuerza de accionamiento o driving
force.



Estudio mediante simulacion computacional de las causas de los alternantes de origen
isquémico en cardiomiocitos ventriculares

+

T

Vm
AW
Es

Figura 2.5. Circuito eléctrico equivalente de un canal idnico. Fuente: modificado de (Gironés
Sanguesa, 2020)

Sin embargo, las células estan formadas por familias de canales, no por canales individuales. En
el modelo equivalente de una familia de canales idnicos, la corriente iénica depende de la
conductancia total de la familia (G).

Iy = Gs (Vi — Ej) (3)

La conductancia total de la familia se define como:

4
Gs = NgYsfs (4)
Donde N; es el nimero de canales de la familia, y, la conductancia unitaria, y f; la fraccién de
canales abiertos (en tanto por uno).

La fraccién de canales abiertos en un instante t se representa en la siguiente ecuacion (Ferrero
Corral, 1994).

dfy _ falli) = £(®) 5
at Tf(Vm)

Donde f,, es la fraccion estacionaria de canales abiertos [0,1] y 75 la constante de tiempo.

La probabilidad de que un canal idnico esté abierto dependerd de sus compuertas y hay dos
tipos: de activacion e inactivacion. La probabilidad de apertura de las de activacion aumenta
cuando lo hace el potencial de membrana, en cambio, la probabilidad de apertura de las de
inactivacién disminuye cuando aumenta el potencial, como se representa en la Figura 2.6.

inact

Figura 2.6. Probabilidad de apertura de las compuertas de los canales idnicos. Fuente: (Ferrero,
2019a)

Por lo tanto, el canal permite el paso de corriente si todas las compuertas estan abiertas.

La constante de tiempo dictamina la rapidez del canal de reaccionar al cambio de potencial, por
lo tanto, la rapidez para abrirse y cerrarse. Esta depende de las propias constante de tiempo de
cada compuerta.

Por ultimo, el modelo eléctrico de una célula (Figura 2.7) se representa como todas las familias
de canales idnicos conectadas en paralelo entre el medio extracelular y el intracelular, asi como

8
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el resto de mecanismos de transporte (cotransportador, bombas e intercambiadores), y la
capacidad de la membrana celular. La suma de todas estas corrientes mas la corriente externa,
conocida como corriente de estimulo, ha de ser cero. Esta corriente es la que aporta el estimulo

necesario para aumentar el potencial de membrana lo suficiente y, de este modo, se dispare el
potencial de accion.

dv,
Cmd_;n + le + ZIB’I + Istim == O (6)
S B,I
T[T T | :
i*:' |¢ |*J |¢' |*
—Cn e - Inax Vi
L .1 .1 . L.
— «“ 71T “7T1T “ T
i, ——

Figura 2.7. Modelo eléctrico de una célula cardiaca. Fuente: (Gironés Sanguesa, 2020)

2.2.2 Potencial de accién

El corazén esta formado por células excitables denominadas cardiomiocitos que son capaces de
generar un potencial de accién si reciben un estimulo externo suficientemente grande.

Cuando la célula se encuentra en reposo, el interior de la membrana estda cargado
negativamente y el exterior positivamente, con una diferencia entre ambos medios de -85mV.
A esa diferencia de potencial se le Ilama potencial de membrana.

De este modo, el estimulo que recibe la célula hace aumentar el potencial de membrana,
provocando el desarrollo de un potencial de accion (PA). En la Figura 2.8 estan representadas
las cinco fases del PA y las corrientes idnicas implicadas.

Fase 1 \
®
) g TN
~430 mV &)
e
@D s
()

@

()

Figura 2.8. Esquema fases potencial de accion y corrientes idnicas implicadas. Fuente: (Gomez
Cruz & Arévalo, 2020)
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Cuando la célula es excitada por el estimulo, la membrana es despolarizada v, si alcanza el
potencial umbral (-65 mV), se genera el potencial de accidn.

FASE 0. Esta primera fase rapida de despolarizacién se debe a la entrada masiva de iones de Na*
va que, al aumentar el Vn, se abren las compuertas de activacién de estos canales. Estas
compuertas cuentan con unas constantes de tiempo muy pequenias, por ello, la corriente es muy
rapida, y se produce una gran pendiente en el potencial de accién, hasta llegar a 30 mV. Los
canales se mantienen abiertos hasta que las compuertas de inactivacién se cierran, ya que
tardan mds en reaccionar al tener una constante de tiempo mas grande.

FASE 1. La primera fase de repolarizacidn se debe a la activacion de la corriente transitoria |,
esta cuenta con una compuerta de activacidn y otra de inactivacion, por lo que provoca una
repolarizacion corta y rapida.

FASE 2. La fase de meseta representa un equilibrio entre las corrientes entrantes y salientes. Las
entrantes corresponden con la corriente lenta de Na* (Ina) y con la de Ca?* a través de los canales
tipo L (lca). Las salientes son las corrientes rapidas (lk) y lentas (Is) de K*.

FASE 3. La repolarizacion se acelera debido a que las corrientes entrantes disminuyen al cerrarse
las compuertas de inactivacion y, de este modo, las corrientes de potasio predominan, haciendo
que el potencial de accién disminuya progresivamente.

FASE 4. Al final de la fase anterior se activa la corriente Ix; que determina el nivel de potencial
de membrana en el reposo. Esto se debe a que es un canal sin compuertas, por lo que una vez
se han cerrado el resto de canales de potasio, los iones terminan de salir por este hasta alcanzar
el potencial de reposo, que coincidira con el potencial de equilibrio del potasio.

Los cardiomiocitos cuentan con la propiedad de refractariedad, por la que una célula permanece
un tiempo sin poder ser excitada después de un potencial de accién. A este tiempo se le llama
periodo refractario, y se divide en dos fases. La primera corresponde con el periodo refractario
absoluto y, en él, la célula no puede ser excitada. Después, durante el periodo refractario
relativo, puede ser excitada, pero necesita un impulso mayor al normal para poder excitarse.
Cuando este tiempo termina, la célula vuelve a su estado de reposo. Esto se debe a que los
canales de Na*'y K* necesitan un tiempo para volver a su estado inicial después de cada potencial
de accién.

2.3 ISQUEMIA MIOCARDICA AGUDA

La isquemia miocdardica aguda estd considerada como la causa de muerte natural mas frecuente
(Steg et al., 2012). Se produce cuando el flujo sanguineo al corazén se ve reducido, provocando
que las células no puedan realizar adecuadamente los procesos metabdlicos. Esta reduccion
normalmente es debida a una oclusidn parcial o total de las arterias del corazén (arterias
coronarias). Ademas de reducir la capacidad del miocardio para bombear sangre, también
puede provocar el desencadenamiento de arritmias, como la fibrilacién ventricular.

Los primeros 15 minutos de la isquemia miocardica se denominan la ‘fase 1A de la isquemia’, y
durante esta fase el corazén sufre los mayores cambios metabdlicos y electrofisioldgicos. Tienen
lugar tres importantes alteraciones metabdlicas: acidosis (disminucién del pH), hiperkalemia
(aumento de la concentracion extracelular de potasio) e hipoxia (disminucidon de oxigeno que

10
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deriva en una disminucion de ATP) (Janse & Wit, 1989). Como consecuencia, la actividad de los
canales idnicos varia, provocando cambios en el potencial de accidn (Figura 2.9): el potencial de
reposo aumenta, la duracién y amplitud del potencial de accién disminuyen, asi como la
velocidad de despolarizacién. Ademas, las células pierden excitabilidad como consecuencia de
un aumento del periodo refractario (ERP) (Noma, 1983).

La duracién del potencial de accién (APD) se mide mediante el parametro APDgo. Este mide el
tiempo transcurrido entre el 50% de la despolarizacidon y el 90% de la repolarizacion del potencial
de accion (Sierra et al., 2008).

Control 10’ ischemia
50. 4 l

APD

; tERP .

: ERP ; :

Figura 2.9. Cambios del potencial de accion en isquemia miocdrdica. Fuente: (Ferrero, 2019b)

La disminucidn en la duracién del potencial de accién es debida a la hipoxia. La consecuencia
directa de la disminucion de oxigeno es la caida de los niveles de ATP, asi como un aumento de
la concentracidn de adenosin difosfato (ADP) en el medio intracelular. Esto reduce la actividad
de la bomba Na*/K* y provoca la activacion de la corriente de potasio sensible a ATP (lxatp)
(Noma, 1983). Como resultado se produce un aumento de la salida de potasio de la célula, lo
que conduce a una repolarizacién mas rapida, y a un acortamiento del APD.

La acidosis supone una disminucion del pH, tanto intracelular como extracelular,
aproximadamente de 7.2 a 6.2, y de 7.4 a 6.4, respectivamente. Esta variacién deriva en una
reduccion de la conductancia de los canales de Na* y los canales de Ca? tipo-L ya que dependen
de la concentracién de H*y estos iones se acumulan en la célula por la acidosis (Sato et al., 1985).
La consecuencia directa es una despolarizacion mas lenta vy, por lo tanto, una menor pendiente
maxima de despolarizacidon. Ademas, también disminuye la excitabilidad de la célula.

El aumento de la concentracién extracelular de K* denominado hiperkalemia provoca un
aumento del potencial de reposo de la célula. La acumulacién de este ion se debe
principalmente a tres mecanismos: la activacion de la corriente Ixatp, la inhibicién parcial de la
bomba Na*/K* y la inactivacion de la corriente lenta de sodio, Ina (Ferrero et al., 2014) . Al
aumentar [K*],, lo hace su potencial de equilibrio y, por lo tanto, el potencial de reposo de la
célula, ya que, como se ha comentado anteriormente, depende de dicho potencial de equilibrio
a través de la corriente Ixi.

Ademas, durante la isquemia también se produce el aumento de los niveles intracelulares de
algunos metabolitos lipidicos como la lisofosfatidilcolina (LPC). Como resultado, se activa la
corriente lenta del sodio, aumentando asi la entrada de Na* a la célulay la actividad de la bomba
sodio-potasio (Ferrero et al., 2006)

Por ultimo, del minuto 15 al 45 tiene lugar la ‘fase 1B de la isquemia’, durante la que se produce
el desacoplamiento celular, y el tejido isquémico deja de ser excitable (Ferrero et al., 2014).
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2.3.1 Potenciales de accion alternantes

La alternancia de la onda T en el electrocardiograma (Figura 2.10) se ha utilizado como un
importante indicador de vulnerabilidad de taquicardia ventricular y de arritmias cardiacas en
general, en isquemia miocardica aguda (Deng et al., 2017).

Esta alternancia de la onda T se ve reflejada en los potenciales de accién como una alternancia
en la amplitud y duracién de estos en la zona isquémica. Los alternantes empiezan a aparecer
en el minuto 3 de la isquemia, durante la ‘fase 1A’, y desaparecen entorno al minuto 8. Al
principio presentan una alternancia 1:1, es decir, largo-corto-largo-corto. Sin embargo, después
la alternancia se vuelve mas compleja presentando patrones de 1:2:1 o incluso 1:3:1. Son de
gran importancia ya que pueden suponer el escenario perfecto para arritmias al provocar un
alto grado de heterogeneidad en el tejido (De Castro et al., 2014).

No solo han sido observados alternantes eléctricos, sino también en el ciclo del calcio
intracelular, como se observa en la Figura 2.10. Esto tiene como consecuencia una alternancia
en la corriente de calcio (lcal).

ECG

Ea-l--l-

Figura 2.10. Representacion de la alternancia en el ECG, PA y ciclo intracelular del calcio
(Laurita & Rosenbaum, 2008)

Los potenciales de accidn alternantes que se dan durante la isquemia miocdrdica tienen unas
caracteristicas Unicas que no poseen los alternantes producidos durante otras patologias
(Surawicz & Fisch, 1992). La principal caracteristica es una lenta despolarizacion dividida en dos
tramos que presentan los latidos largos, en cambio, los latidos cortos tienen una amplitud menor
ya que solo cuentan con el primer tramo de la despolarizacién, y su APD también es menor
(Kleber et al., 1978).

La primera fase de la despolarizacion depende de la corriente de sodio (Ina), mientras que la
segunda es mantenida por la corriente de los canales tipo L de calcio (lcal). De este modo, la
alternancia anteriormente comentada del ciclo del calcio intracelular puede ser la responsable
de la alternancia en los PA (De Castro et al., 2014). Sin embargo, el complejo mecanismo
responsable de los potenciales de accion alternantes en la isquemia todavia no ha sido
completamente establecido.
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CAPITULO 3.0BJETIVOS

Los potenciales de accidn alternantes se producen durante la primera fase de la isquemia
miocdardica aguda y dan lugar al desarrollo de arritmias mortales. Sin embargo, a pesar de la
incidencia de esta patologia y sus efectos, no se conocen las causas precisas que dan lugar a la
aparicion de esta alternancia eléctrica.

Por ello, este TFG tiene dos objetivos principales. El primero consiste en desarrollar un software
de simulacion en entorno Matlab® que permita simular los potenciales de accion, las
corrientes idnicas y las concentraciones idnicas en una célula aislada sometida a condiciones
de isquemia miocardica aguda y que esté adaptado para el estudio de los alternantes
eléctricos. El segundo objetivo es estudiar, utilizando el software antedicho, las causas de la
aparicion de los potenciales de accidn alternantes en el nivel de los canales idnicos y las
concentraciones idnicas.

El primer objetivo se divide en dos subobijetivos.

v' Adaptar el modelo y el software desarrollados por Ana Gonzédlez (Gonzalez Ascaso,
2019) para el estudio de los alternantes eléctricos.

v’ Elaborar un nuevo mddulo de software para la ejecucién sistematica de simulaciones
con la finalidad de estudiar la influencia de los factores isquémicos en la aparicién de los
potenciales de accidn alternantes.

El segundo objetivo esta dividido en tres subobjetivos.

v' Determinar la influencia de los factores isquémicos, entendidos estos como la
concentracion intracelular de ATP y ADP, el valor de pH intracelular y extracelular, el
valor del metabolito LPC y la concentracion extracelular de potasio, en la aparicién de
alternantes del potencial de accién.

v’ Establecer la relacién entre la alternancia eléctrica y la del ciclo del calcio, que tiene
como consecuencia una alternancia en la concentracidn intracelular y del subespacio
del calcio.

v Realizar un andlisis sobre los efectos que tienen las corrientes idnicas en el desarrollo
de alternantes mediante un andlisis de sensibilidad.
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CAPITULO 4.DISENO DEL SOFTWARE

4.1 MODELO DE POTENCIAL DE ACCION DE O’HARA

Para el desarrollo de este TFG se ha utilizado el modelo de potencial de accién de miocito
ventricular humano aislado desarrollado por Thomas O’Hara y otros (O’Hara et al.,, 2011)
implementado en el lenguaje MATLAB®. El modelo de O’Hara constituye el estado del arte en
modelado electrofisiolégico cardiaco celular, y ha sido adoptado por la FDA (Food and Drug
Administration) como golden standard para el estudio in-silico de la cardiotoxicidad de
farmacos. Sin embargo, este modelo no incluye los efectos electrofisioldgicos que afectan al PA
durante la isquemia miocardica aguda. Por ello, se ha utilizado la versién 2.0 del modelo de
O’Hara desarrollada por Ana Gonzalez en su Trabajo Fin de grado (Gonzalez Ascaso, 2019;
Gonzalez-Ascaso et al., 2019), que si contiene estos efectos.

En la Figura 4.1 se encuentran recogidas todas las corrientes presentes en este modelo, que
incluyen las corrientes que atraviesan los canales idnicos, bombas, intercambiadores y
corrientes por difusion (Jarr). En el apartado siguiente se detallardan las ecuaciones mas
relevantes del modelo. El sistema completo de ecuaciones puede encontrarse en la publicaciéon
original (O’Hara et al., 2011).

Se encuentran modeladas en las cuatro partes en las que estd dividida la célula: el mioplasma
(MYQ), el reticulo sarcoplasmatico de unidn (JSR), el reticulo sarcoplasmatico de red (NSR) y el
subespacio (SS) presente en los tubulos T.

Figura 4.1. Esquema del modelo de potencial de accion en miocito ventricular en humano.
Fuente: (O’Hara et al., 2011)
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En la Tabla 1 se recogen todas las corrientes presentes en el modelo.

lto Corriente transitoria de salida de K*
lkr Corriente rapida de K*
CEENES Iks Corriente lenta de K*
de los canales
idnicos de potasio lk1 Corriente rectificadora de K*
|kaTp Corriente de K* sensible a ATP
ko Corriente de fondo de K* para ajustar el modelo
|caL Corriente de Ca®* de los canales tipo-L
eSS cana Componente de Na* de la corriente de Ca?* tipo-L
de los canales
i6nicos de calcio | Icak Componente de K* de la corriente de Ca?* tipo-L
|cab Corriente de fondo de Ca* para ajustar el modelo
Corrientes Ina Componente rapida de la corriente de Na*
de los canales INaL Componente lenta de la corriente de Na*
idnicos de sodio ] ]
INab Corriente de fondo de Na* para ajustar el modelo
INak Corriente de la bomba sodio/potasio
. lpca Corriente de la bomba de Ca?
Corrientes
correspondientes a INaca_i | Corriente del intercambiador sodio/calcio en el MYO
. bomba's € INaca_ss | Corriente del intercambiador sodio/calcio en el SS
intercambiadores
Jrel Corriente de Ca?* en el receptor de rianodina
Jup Corriente de la bomba SERCA
JditftNa | Corriente de difusion del Na*
Flujos de Iy . e 2+
SR diff,ca | Corriente de difusiéon del Ca
Jaittk | Corriente de difusion del K*

Tabla 1. Corrientes presentes en el modelo de O'Hara

4.2 SOFTWARE DE SIMULACION DEL MODELO DE POTENCIAL DE ACCION DE O’HARA

La implementacién en MATLAB de este modelo cuenta con dos médulos, el main y el model. En
el model se encuentran implementadas todas las ecuaciones correspondientes a las corrientes
y los factores isquémicos y, en el main, se definen todas las variables iniciales y se llama al
maodulo model para llevar a cabo la resoluciéon de las ecuaciones definidas en él.

4.2.1 Médulo main
En el main se definen tres grupos de variables distintas.

El primer grupo (settings) son parametros que indican los valores de inicio y final de los factores
isquémicos ([ATP];, [ADP];, pH;, pHo y LPC), el tiempo que dura la isquemia y en qué minuto
empieza y el BCL (periodo de estimulacion). Si el model no cuenta con los valores de estos
parametros, utiliza los indicados en los settings.
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El segundo grupo (isq_act) sirve para activar, si estan a 1, o desactivar, si estan a 0, los
componentes isquémicos y, por lo tanto, los efectos que estos tienen durante las simulaciones.
Hay tres variables distintas y hacen referencia a la hipoxia (afecta al ATP y ADP), a la acidosis (pH;
y pHo) v a los metabolitos (LPC).

Por ultimo, el tercer grupo (corr_act) activa el efecto de los factores isquémicos sobre las
corrientes. Del mismo modo que en el anterior grupo, si estdn a 0 no afectan y si estdn a 1, si.

También se puede indicar si la simulacidén se quiere realizar en batch mode o no mediante la
variable batchYN, es decir, si se quiere que la simulacién sea automatica o no.

Como variables de salida del main se obtienen cuatro matrices. Dos de ellas son vectores de
tiempo, uno en minutos (minTi) y otro en milisegundos (Ti). StateVars es la matriz con las 42
variables de estado de las ecuaciones diferenciales contenidas en el model y recoge el potencial
de membrana, las compuertas de activacidon e inactivacion de las corrientes idnicas y el valor del
potasio extracelular, entre otras. Por ultimo, currents es una estructura donde se recogen las
corrientes idnicas, los factores isquémicos y las funciones isquémicas, que regulan cdmo afectan
los factores isquémicos a cada una de las corrientes.

El main llama al model para cada uno de los latidos de la simulacién a través la funcién odel5s.
Esta resuelve las 42 ecuaciones diferenciales definidas en el model mediante el método de las
diferencias finitas. Para cada instante de tiempo calcula el nuevo valor de cada variable de
estado como el valor del instante de tiempo anterior mas un incremento, y este incremento es
el que se calcula en las ecuaciones diferenciales.

4.2.2 Moédulo model

En este mdédulo se definen los cambios dindmicos que se producen en los metabolitos y las
funciones isquémicas para posteriormente ser aplicadas en las ecuaciones de las corrientes
idnicas. Este mddulo puede dividirse en 4 bloques diferentes que van a ser explicados a
continuacion.

Este mddulo se ejecuta para cada instante temporal de la simulacién, por ello, en el primer
bloque se define este instante segun el nimero de latido en el que se encuentra y el BCL
definido. Ademads, en este bloque se definen algunas constantes del modelo como
concentraciones extracelulares, constantes fisicas referentes a la geometria de la célula y los
potenciales de equilibrio de cada ion. A continuacién, se definen las 42 variables de estado del
modelo, dandoles nombre a cada una de ellas.

En el segundo bloque se indican los cambios dindmicos de los metabolitos ([ATP];, [ADP];, pH;,
pHo, y LPC) que indican la variacidon temporal para cada uno de ellos. Cabe destacar que este
blogue fue ampliado por parte de Ana Gonzalez en su TFG (Gonzalez Ascaso, 2019).

En el tercer bloque se definen las funciones isquémicas que indican cémo afecta cada uno de los
factores isquémicos a cada corriente idnica.

Por ultimo, en el cuarto bloque se incluyen las ecuaciones de las corrientes idnicas y de los flujos.
Las ecuaciones de las corrientes idnicas cuentan con una estructura fija de base.

I, = Hfisq_ls - Gg - prob_apertura_canal - (V,,, — Es) (7)
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Donde [] fisq s €s el producto de las funciones isquémicas definidas en el tercer bloque, G es
la conductancia méaxima de cada canal idnico, y (V;,, — E;) es la driving force.

La probabilidad de apertura del canal se calcula como el producto de la probabilidad de apertura
de cada una de las compuertas. De este modo, se define una ecuacién diferencial,
correspondiente con la ecuacion (5) para cada compuerta, que indica la variacion de la
probabilidad de apertura para cada instante temporal.

Ademas, en algunos casos las compuertas de inactivacién pueden estar fosforiladas por CaMK
(proteina quinasa Il dependiente de Ca%*/calmodulina). La calmodulina se une a los iones de
calcio intracelular activando la quinasa y provocando un cambio de conformacion de la
compuerta, modificando asi sus constantes de tiempo (Maier & Bers, 2007). Por ello, si el canal
cuenta con compuertas fosforiladas por CaMK se calcula una ecuacién diferencial de la
probabilidad de apertura distinta para estas compuertas, y se define un factor (fs,) que indica
la cantidad de compuertas fosforiladas en tanto por uno respecto al total. Se multiplica fis, por
las compuertas fosforiladas y 1 — fi, por las no fosforiladas.

A continuacién, se indica un listado de las ecuaciones para cada una de las corrientes idnicas
que atraviesan un canal idnico incluidas en el modelo:

Ina = Fonima* furcana® Gra” O = Exa) *m® (1= fixap) B + finap 1y ) (8)
IngL = fLPC,INaL * Gyar (Vm - ENa) ~mlL - ((1 - fINaLp) - hL + fINaLp ’ th) (3)
lto = Geo* (Vi = Ex) (1= fieop) @+ i + freop * @p - ip) (10)

[K*], (11)

Iy = Gy - W'(Vm_EK) - xr - rkr

Ins = Gys - Kscq - (Ve — Exs) - xs1 - x52 (12)
Ik1 = Gy - TKTT, - (Vp — Ex) - 7k1 - xk1 (13)
[K*], (14)

Ixarp = farpkarp * fug * fna - Grarp * 54 (Vin — Ex)

Cabe destacar que el potencial de equilibrio de la corriente Iy no es del potasio, sino una
combinacién entre el del potasio y el del sodio, debido a que un 2% de los iones que atraviesan
ese canal son de sodio.

Respecto a los canales de calcio tipo L (lcal), por ellos también pasan iones de Na*y K*, ademas
de Ca?. Las corrientes generadas por estos iones se representan mediante lcana € lcak.

lcar = falt,CaL : pri,CaL : pro,CaL ) PhiCaL d - ((1 - fICaLp) “Peg - (f ) (1 - (15)
nca) +jca- fca *Neq ) + fICaLp : PCap : (fp : (1 - nca) +Jca 'fcap : nca)
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ICaNa = falt,CaL : pri,CaL 'pro,CaL : PhiCaNa d- ((1 - fICaLp) ' PCaNa ' (f : (1 - (16)
nca) +jca : fca ‘Nea ) + fICaLp ' PCaNap ' (fp ' (1 - nca) +jca 'fcap ' nca)

Icak = fait,car ’pri,CaL 'pro,CaL *Phiceg -d - ((1— fICaLp) “Peax - (f - (1 — (17)
nca) +jca ' fca ‘Nea ) + fICaLp ' PCaKp ' (fp ' (1 - nca) +jca 'fcap ' nca)

Estas tres corrientes estdan formuladas empleando la ecuacién de voltaje Goldman-Hodgkin-
Katz, representada por los factores Phic,;, Phicgna, Phicex, €N vez de la ecuacion de Nernst, para
describir la fuerza de accionamiento.

F
. F?2  [Ca®']s - e® "™ RT —0.341 - [Ca®*], (18)
PthaL:4"Vm'R T' F
. e2VmRT — 1
PR
] F? [Na‘]e-e“"™RT —0.341-[Na'], (19)
PthaNa=4'Vm'R_T' F

F
. F?  [K*]g- €™ RT — 0341 [K*], (20)
PthaK:Ll"Vm'R.T' 7
62~Vm-ﬁ 1

Donde V, es el potencial de membrana, F la constante de Faraday, R la constante de los gases
ideales, T la temperatura, [Ca?*],, la concentracién de Ca®* en el subespacio, [Ca?*], la
concentracion de Ca?* extracelular, y lo mismo para [Na*], [Na*],, [K ] v [K*],-

En este corriente no se utiliza la conductancia, como en el resto, sino el concepto de
permeabilidad, P, para las no fosforiladas y P, para las fosforiladas. Igual que la conductancia,

es una constante.

Las tres compuertas de inactivacién de Ica. son voltaje-dependientes, pero dos de ellas, j.q Y fea
también pueden ligarse al ion calcio y este modifica su estado conformacional. n., es el factor
que indica la cantidad de compuertas de inactivacion ligadas al ion calcio.

De este modo, las compuertas de inactivacion de los canales de calcio tipo-L se diferencian entre
fosforiladas y no fosforiladas, y dentro de cada uno de estos grupos, entre las que estan ligadas
a union calcioy las que no.

En cuanto a las bombas y los intercambiadores, las ecuaciones correspondientes son las

siguientes:
INaCai = pri,ch 0.8 Gycx - allo - (ZNa ‘Incx,Na T Zca ‘]NCX,Ca) (1)
Inaca_ss = fpnincx - 0.2+ Gyex - allo - (Zyg * Incxva T Zea * Incx,ca) (22)
Inak = fATP,INaK ‘pri,INaK * Pyak (ZNa “InakNa T Zea ']NaK,K) (23)
_ [ca]; (24)

1 — -G —_
pCa fATP,IpCa pCa 0.0005+[Ca?*];

19



Estudio mediante simulacion computacional de las causas de los alternantes de origen
isquémico en cardiomiocitos ventriculares

]rel = (1 - f]relp) ']relnp + f]relp ']relp (25)

]up = fATP,]up : ((1 - f]upp) ']upnp + f]upp ']upp) _]leak (26)
Donde Jycxna Y Jncx,ca sON los flujos de sodio y calcio que atraviesan el intercambiador
Na*/Ca®*y [nakna Y Jnak k son los flujos de sodio y potasio que atraviesan la bomba Na*.

Por otro 1ado, Jreinp Y Jrerp representan la probabilidad de apertura de los canales RyR del JSR 'y
dependen del calcio presente en el JSR. Jypnp Y Jupp hacen referencia a la probabilidad de
apertura de la bomba SERCA, y dependen del calcio intracelular. J;., €s una corriente de fuga
dependiente del calcio del NSR.

Por ultimo, los flujos de difusién presentes en el modelo son:

. _ [Na+]55— [Na+]l- (27)
]dlff,Na - 2
[K+]ss_ [K+]i 2
Jairrx = - 5 28
_ lea?*] - [ca®], (29)
Jairf.ca = 02

4.3 MODULOS DE SIMULACION ADICIONALES IMPLEMENTADOS

4.3.1 Simulaciones dinamicas

Para poder llevar a cabo un estudio sobre la influencia que tienen los factores isquémicos sobre
el potencial de accion, es necesario conocer los valores que toman estos parametros durante la
‘fase 1A’ de la isquemia miocdrdica. Para ello, se ha realizado una simulacién de 15 minutos en
la que se ha analizado la aparicién de potenciales de accidn alternantes durante la isquemia
miocdrdica, asi como, la evolucién temporal de los factores isquémicos. Los efectos de la
isquemia empiezan a aparecer a partir del minuto cinco de simulacién, por lo que, realmente, la
informacidon de interés para este estudio es la mostrada a partir de ese instante, que
corresponde con el minuto O en la Figura 4.2.

Para realizar esta simulacion se han tomado los valores iniciales y finales de los factores
isquémicos presentes en el modelo utilizado. Estos han sido modificados del modelo original de
O’Hara y otros (O’Hara et al., 2011) por parte de Patricia Olcina Gonzalez en su TFM (Olcina
Gonzélez, 2017) y Ana Gonzalez Ascaso en su TFG (Gonzalez Ascaso, 2019).

[ATP]i(mM) | [ADP]; (uM) pH;i pHo LPC (uM)
Valor Inicial 10 15 7,2 7,4 2
Valor Final 1 80 5,9 6,1 20

Tabla 2. Valores iniciales y finales de los factores isquémicos
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Como se observa en la Figura 4.2, a partir de ese instante el potencial de reposo empieza a
aumentar, una de las consecuencias de la isquemia que se ha comentado en el Capitulo 2. Un

ejemplo de la morfologia de los potenciales de accién en ese periodo de tiempo estd
representado en la Figura 4.3 (A).

Por otro lado, se ha identificado en qué minuto empiezan los alternantes y hasta qué instante
de tiempo permanecen. Los alternantes aparecen entre el minuto 4.6 y el 6.4, como se observa
en la Figura 4.2, y un ejemplo de su morfologia se muestra en la Figura 4.3 (B).

Por dltimo, en la ultima etapa de la isquemia, los potenciales de accion dejan de dispararse ya
que las células dejan de ser excitables, como se observa en la Figura 4.3 (C).

50 T T T T T T T
— 0r
5
£
JE
=50
-1 00 1 1 1 1 1 1 1
-6 -4 -2 0 2 4 6 8 10
Tiempo (min)
Figura 4.2. Potencial de accidn de la simulacion estdtica de 15 minutos.
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Figura 4.3. Morfologia de los alternantes en tres instantes distintos de la isquemia miocdrdica,

(A) antes de los alternantes, (B) durante la aparicion de alternantes y (C) después de los
alternantes.

Teniendo en cuenta el rango de tiempo en el que aparecen los potenciales de accidn alternantes,
se han analizado los valores de los factores isquémicos en él. En la Figura 4.4 se ha representado
la evolucién temporal de los factores isquémicos desde el minuto 4.6 hasta el 6.4. Por otro lado,
en la Tabla 3 se han detallado los valores de los factores en esos instantes concretos. Como
factores isquémicos se han tomado [ATP];, [ADP];, pHi, pHo, LPC y [K*],. Cabe destacar que [K*],

es una variable de estado en el modelo, por lo tanto, no se han podido fijar sus valores iniciales
y finales.
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Figura 4.4. Evolucidn temporal de los factores isquémicos entre el minuto 4.6 y el 6.4.

[ATP]i(mM) | [ADP]; (nM) pHi pHo LPC (uM) | [K']o (mM)
minuto 4.6 8,4 328 6,85 7,05 4,5 10,5
minuto 6.4 7,4 316 6,65 6,85 6 11,8

Tabla 3. Valores de los factores isquémicos para el minuto 4.6 y el 6.4.

4.3.2 Simulaciones estaticas

Partiendo de los datos obtenidos en la simulacidon dinamica, se ha desarrollado un nuevo médulo
para el estudio sistematico de la influencia de los factores isquémicos sobre los potenciales de
accion alternantes. Haciendo uso de este, se han llevado a cabo distintas simulaciones estaticas,
en las que cada una ha dependido de una combinacién distinta de valores de estos parametros.
De este modo, es posible determinar no solo los efectos de cada uno de los factores por
individual sobre el PA, sino también su efecto conjunto.

Para realizar estas simulaciones estaticas se han mantenido constantes los valores de los
factores isquémicos durante los 5 minutos que duran las simulaciones. Se ha escogido esta
duracidn para las simulaciones ya que, tanto los parametros de los que estas dependen, como
las concentraciones de los iones, necesitan un tiempo minimo para estabilizarse. Se ha utilizado
un BCL de 1000 ms, es decir, un latido por segundo.

Por otro lado, para poder llevar a cabo estas simulaciones tomando la concentracidn extracelular
de potasio como un factor isquémico, ha sido necesario desarrollar una versién 2.1 del modelo
tomado para realizar el presente trabajo fin de grado. Los dos mddulos de esta version se han
denominado ‘main2019 ORd_MMChAL’ y ‘model2019 ORd_MMChAL’. En ella, ha sido
necesario eliminar [K*], como variable de estado y se ha establecido como una variable de
entrada del modelo.

Los valores de los factores isquémicos se han determinado a partir de los mostrado en la Tabla
3. Se han tomado cuatro valores para cada uno de estos pardmetros dentro de los rangos
anteriormente determinados, con la especificacién de ser equidistantes entre ellos, como se
observa en la Tabla 4.
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[ATP]; (mM) | [ADP]; (uM) pH; pHo LPC (uM) | [K*]o (mM)
7,4 316 6,65 6,85 4,5 10,5
7,733 320 6,7166 6,9166 5 10,933
8,066 324 6,7833 6,9833 5,5 11,366
8,4 328 6,85 7,05 6 11,8

Tabla 4. Valores de los metabolitos en la primera tanda de simulaciones sistemdticas.

Todos los corr_act se han puesto a 0, de esta forma, la variacidn de los factores isquémicos no
influye en las corrientes idnicas, y estas solo se ven modificadas por el valor inicial presente en
el vector settings.

Al contar con cinco variables distintas y cuatro datos para cada una de ellas, se han realizado un
total de 1024 simulaciones. Debido al gran volumen de simulaciones que esto supone, se ha
disefiado un software de simulaciones, denominado ‘Simulaciones_sistemdticas’, que las
computa todas ellas de forma automatica.

Para ello, se ha creado un bucle con cinco for anidados, uno para cada una de las variables. Para
el pardmetro pH, no se ha hecho un for ya que esta directamente relacionado con pH; al ser su
valor 0.2 unidades mds que este. En cada uno de los for se coge uno de los valores mostrados
en la Tabla 4 para cada pardmetro. De este modo, en cada bucle se utiliza una combinacién
distinta para realizar la simulaciéon. Dentro del bucle, se modifican las variables settings
correspondientes a cada uno de los factores isquémicos segun el valor deseado y se ejecuta la
funcidn main. Obteniendo asi, las matrices minTi, Ti, StateVars y currents, y se guardan todas
ellas para cada simulacién. Ademas, se grafica el potencial de accién y se guarda la Figura.

Una vez realizadas todas las simulaciones, se ha llevado a cabo una primera clasificacién entre
aquellas en las que habia alternantes y las que no. Para ello, se ha analizado el APDy, de los dos
ultimos latidos mediante un software denominado ‘Calculo_ ADP90’ desarrollado por la autora
del presente trabajo.

Para su cdlculo se ha utilizado tanto el vector de tiempo de cada latido, extraido a partir de
minTi, como el vector de potenciales, extraido a partir de la primera columna de StateVars que
corresponde con el potencial de membrana. Para cada latido, se ha calculado el valor pico-pico
como la diferencia entre el potencial de reposo y el valor maximo. Y, con esos datos, se ha
calculado el valor del potencial de accidn para el que se ha producido el 90% de la repolarizacién,
denominado V90.

Para calcular el APDgy hay que realizar la diferencia temporal entre dos puntos, el
correspondiente al V90 anteriormente calculado y el instante en el que se ha producido el 50%
de la despolarizacion, como se ha explicado en el Capitulo 2. Para hallar ambos valores, se ha
realizado un for que pasa por todo el vector de potenciales.

Para cada uno de los puntos, se han comprobado las siguientes condiciones.

for i=2:1length (PAl)
if (PAl(i-1) < V90) && (PAl(i) >= V90) && (idxl 0==0)
idx1l 0=i;
elseif (PAl(i-1) >= V90) && (PAl (i) < V90)
idx1l f=i;
else
end
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end

Siendo PA1 el vector de potenciales del latido, idx1_0 el indice del punto en la pendiente de
despolarizacién e idx1_f el indice del punto en la pendiente de repolarizacion

De este modo, si se cumple que el punto anterior es menor que V90 y el punto correspondiente
es mayor que V90, ese punto corresponde al de la pendiente de despolarizacién. Por otro lado,
si el punto anterior es mayor que V90 y el punto en cuestion menor que V90, en este caso, se
trata del punto V90. Una vez localizados ambos valores, se ha calculado el instante temporal en
el que se daban vy, realizando la diferencia, se ha hallado el valor de APDgy.

Posteriormente, se ha cuantificado si la diferencia relativa entre ambos valores es mayor al 10%.
Si lo es, indica que habia PA alternantes en esa simulacidn. Si, por el contrario, es igual o menor
al 10%, no hay alternancia. Ya que dos potenciales de acciéon no alternantes tienen un APDgg
muy similar, siendo su diferencia menor al 10%.

Una vez analizadas las 1024 simulaciones, se ha observado que Unicamente aparecen
alternantes cuando la concentracidn extracelular de potasio vale 11.8 mM, independientemente
del valor del resto de pardmetros. Por ello, para poder llevar a cabo un estudio mds exhaustivo,
se ha realizado una segunda tanda de simulaciones estaticas en las que se ha ampliado el rango
de los valores de los factores isquémicos. Los nuevos valores se muestran en la Tabla 5.

[ATP]; (mM) | [ADP]; (uM) pH; pHo LPC (uM) | [K*]o (mM)
6 100 6,2 6,4 2 11,5
7,333 183.22 6,533 6,733 4 11,833
8,666 266.66 6,866 7,066 6 12,166
10 350 7,2 7,4 8 12,5

Tabla 5. Valores de los metabolitos en la segunda tanda de simulaciones sistemdticas.

Como se ha realizado con la primera simulacién, se ha llevado a cabo una clasificacién entre las
simulaciones con alternantes y las que no presentan alternantes, utilizando los valores del APDgy
de los dos ultimos latidos. Y, a continuacién, se ha llevado a cabo una segunda clasificacion
Unicamente de las simulaciones con potenciales de accion alternantes utilizando un software
denominado ‘Calculo_maximos’ desarrollado por la autora del presente trabajo. Estas se han
dividido entre las que presentan una alternancia 1-1, es decir, latido largo-corto-largo-corto y
las que presentan otro patrén de alternancia.

Para ello, se han calculado los maximos de cada latido para los ultimos cuatro de cada
simulacidn. Se ha utilizado un if-elseif-else para realizar la clasificacion. De este modo, si se
cumplen las siguientes condiciones, hay alternancia 1-1. Max4 indica el maximo del ultimo
latido, max3 del penultimo latido y asi sucesivamente con las otras dos variables.

if max1l>0 && max2<0 && max3>0 && max4<0
elseif maxl<0 && max2>0 && max3<0 && max4>0

Con estas condiciones se puede afirmar que se cumple la alternancia 1-1 debido a que los latidos
largos tienen un maximo mayor que 0, y los cortos no, ya que son latidos para los que el potencial
de accidn no llega a dispararse.
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Una vez realizadas ambas clasificaciones, se ha procedido al analisis los resultados obtenidos.
Sin embargo, al haber una cantidad tan grande de datos, ya que cada simulacidn depende de 6
variables distintas y se cuentan con 1024 simulaciones, entrafiaba una alta dificultad analizar
toda la informacién. Por ello, se han elegido dos simulaciones con condiciones similares, una
que presentase una alternancia 1-1y otra sin alternancia, para poder analizarlas en profundidad.
Se ha decidido tomar un ejemplo con alternancia con patrdn 1-1 ya que el resto de patrones son
mas complejos y, por lo tanto, los mecanismos que los causan también.

Ambas simulaciones tienen los mismos valores para todos los factores isquémicos, excepto uno,
la concentracién intracelular de ATP.

4.3.3 Médulos de analisis

El andlisis de la relacidén entre la alternancia en el potencial de accién con el ciclo del calcio, con
los factores isquémicos y con las corrientes idnicas se ha llevado a cabo mediante el desarrollo
de dos modificaciones (recogidas en la Tabla 6) de la version 2.1 del modelo original, creada para
el presente trabajo, y otras dos modificaciones de la versiéon desarrollado por Ana Gonzdlez
Ascaso en su TFG (Gonzalez Ascaso, 2019).

Modificaciones del modelo Objetivo

main2019_ORd_MMChA_clampca Prefijar las concentraciones de calcio para analizar

model2019_ ORd_MMChA_clampca su efecto sobre el potencial de accién.

main2019_ORd_MMChA_clamppa Prefijar el potencial de accién para analizar qué

model2019_ORd_MMChA_clamppa ocurre con los valores de las concentraciones de
calcio.

main2019_ORd_MMChAL_fisq Analisis de los efectos de [ATP]; y [ADP]; sobre las

model2019_ORd_MMChAL_fisq corrientes ionicas.

main2019_ORd_MMChAL_pert Estudio de sensibilidad para analizar la importancia

model2019_ORd_MMChAL pert de cada una de las corrientes idnicas.

Tabla 6. Modificaciones realizadas de la version 2.1 del modelo original.

Respecto al estudio del efecto de la alternancia sobre el ciclo del calcio, se ha buscado, por una
parte, prefijar las formas de onda del potencial de accién para analizar qué ocurre con los valores
de las concentraciones de calcio y, por otra parte, prefijar las formas de onda de las
concentraciones de calcio para analizar su efecto sobre el potencial de accidn. Para ello, se ha
creado la modificacion ‘main2019_ORd_MMChA_clampca’ y
‘model2019_ORd_MMChA_clampca’, en la que se han prefijado los valores de [Ca*']iy [Ca®*]ss, ¥
‘main2019_ORd_MMChA_clamppa’ y ‘model2019_ORd_MMChA_clamppa’, donde se han
prefijado los valores del potencial de accidon. Para simplificar la explicacién se va a comentar solo
el procedimiento para el caso de prefijar el potencial de accidn, pero se realizaria lo mismo para
el otro.
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Para definir las condiciones en las que prefijar el potencial de accidn, se ha buscado el ultimo
latido antes de que empezase la alternancia en la primera simulacién dindmica realizada, y se
ha extraido el vector temporal y el de potencial correspondientes a este latido. Se ha realizado
una nueva simulacion en la que se ha forzado que este latido ejemplo se repita periddicamente
para todos los siguientes en base a estos vectores.

Se ha eliminado el potencial de membrana como variable de estado del modelo, y se han
introducido como variables de entrada los vectores temporales y de potencial correspondientes
al latido ejemplo. En el mdédulo model, para cada instante temporal de la simulacién, se ha
analizado el vector de tiempo y se han extraido los dos valores existentes mds cercanos a él. Ya
que, al utilizarse un método de diferencias finitas para realizar las simulaciones, los instantes
temporales no se calculan de forma equidistante y, por lo tanto, no coinciden en todos los
latidos.

Una vez obtenidos estos dos instantes temporales, se ha buscado su correspondencia en el
potencial de membrana, para saber sus valores. Se ha realizado la interpolacién entre ellos y el
instante temporal actual, para obtener el potencial de membrana que le corresponderia.

Para poder implementar estas modificaciones es necesario el uso del software
‘Simulaciones_clamp’ en el que se realiza, en primer lugar, la simulacidon dindmica de la que se
obtienen los vectores de tiempo y potencial de la onda a prefijar. A continuacion, se realiza la
simulacidn en la que se prefija el potencial de accién.

Por otro lado, para el estudio de la influencia de los factores isquémicos sobre la alternancia del
potencial de accién, se ha creado la modificacién ‘main2019 ORd_MMChAL fisq’ y
‘model2019_ORd_MMChAL_fisq’. En ella, ha sido necesario crear dos nuevos settings
denominados ATP_ini_mod y ADP_ini_mod para poder contar en el modelo con dos valores
distintos de estos factores isquémicos y, de este modo, analizar a través de que corrientes
idnicas tienen efecto en el potencial de accién.

Por ultimo, se ha realizado un estudio de sensibilidad para analizar la importancia de cada una
de las corrientes idnicas en la aparicion de la alternancia en el potencial de accién utilizando la
nueva  modificacion de la  versibn 2.1  compuesta por los  mddulos
‘main2019_ORd_MMChAL pert’y ‘model2019_ORd_MMChAL pert’.

Empleando esta nueva version, se han potenciado parcialmente o inhibido parcialmente las
corrientes hasta un umbral suficiente para que se eliminaran los alternantes. Para ello, se han
realizado simulaciones de cinco minutos en las que se han multiplicado las corrientes por un
factor multiplicativo ‘f_pert’ cuando el minuto de la simulacidn era mayor a un instante concreto
(minuto 4.79) para el que los parametros de la simulacion ya se habian estabilizado.

4.4 SIMULACIONES SELECCIONADAS PARA ANALISIS

Como se ha comentado con anterioridad, de entre las 1024 simulaciones estaticas realizadas, se
han seleccionado dos para un analisis mas exhaustivo, ya que la gran cantidad de datos que se
posee no permite sacar conclusiones claras. Se han elegido dos simulaciones con datos similares,
una que presenta una alternancia 1-1 y otra sin alternancia.
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La simulacién con alternantes tiene los siguientes valores para los factores isquémicos:

= [ATPli=6 mM = pHi=7.2
= [ADP] = 350 pM * pHo=7.4
» LPC=8pM » [K*]o=11.5mM

La simulacion sin alternantes tiene los mismos valores para todos los factores isquémicos,
excepto para el [ATP]; que tiene un valor de 7.33 mM.

El potencial de accién de ambas simulaciones se puede observar en la Figura 4.5
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Figura 4.5. Potencial de accion de la simulacion (A) con alternantes y (B) sin alternantes.

Para realizar el andlisis en profundidad se han realizado dos comparaciones. La primera entre el
ultimo potencial corto y el penultimo largo de la simulacion con alternantes (Figura 4.5 (A)). Y,
la segunda, entre ese mismo potencial largo y el correspondiente en la simulacién sin
alternantes (Figura 4.5 (B)).

Para poder realizar estas comparaciones, se han solapado los dos potenciales de accidn en cada
caso, como se observa en la Figura 4.6.

A. Comparacion PA latido largo con corto B. Comparacién PA latidos largos con y sin alternantes
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Figura 4.6. (A) Comparacion de potenciales de accion de un latido largo y uno corto de una
simulacion con alternantes; (B) comparacion del potencial de accidn del latido largo de la
simulacion con alternantes con otro latido largo de una simulacion sin alternantes.
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Para cada una de las comparaciones se ha localizado el instante temporal en el que los dos
potenciales de accion empiezan a divergir y se han analizado 20 milisegundos en adelante. De
este modo, se ha considerado ese intervalo como el periodo de tiempo que provoca la aparicion
de los alternantes y se ha analizado ese mismo periodo en las corrientes para saber cuales son
las causantes de este fendmeno. En la Figura 4.7, estan representadas las dos comparaciones
con los 20 milisegundos marcados en cada potencial de accidn.

Comparacién PA latido largo con corto Comparacién PA latidos largos con y sin alternantes
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Figura 4.7. (A) Comparacion de potenciales de accion de un latido largo y uno corto de una
simulacion con alternantes resaltando los 20 milisequndos después de la de divergencia entre
ambos potenciales; (B) comparacion del potencial de accion del latido largo de la simulacion
con alternantes con otro latido largo de una simulacidn sin alternantes resaltando los 20
milisegundos después de la de divergencia entre ambos potenciales (B).

4.5 CODIGOS IMPLEMENTADOS

Los cddigos explicados a lo largo de este capitulo no se han incluido en la memoria por las
limitaciones de extension. Por ello, se encuentran disponibles en el siguiente enlace para su
consulta:

https://drive.google.com/drive/folders/1olxDhVgokEsmwNKh3aiflbEK7M7viUXp?usp=sharing

28


https://drive.google.com/drive/folders/1oIxDhVqokEsmwNKh3aifJbEK7M7viUXp?usp=sharing

Estudio mediante simulacion computacional de las causas de los alternantes de origen
isquémico en cardiomiocitos ventriculares

CAPITULO 5.RESULTADOS

5.1 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION EXTRACELULAR DE POTASIO EN LA APARICION DE
ALTERNANTES

Durante el desarrollo del presente TFG, se han realizado un total de 2048 simulaciones estaticas
en las que los valores de los factores isquémicos ([ATP]; [ADP];, pHi, pHo y LPC) se encontraban
fijados. Los resultados de estas simulaciones han sido cruciales para delimitar los rangos de
valores para los que los factores isquémicos dan lugar a potenciales de accién alternantes.
Ademas, estos resultados han sido la base para determinar la importancia y el efecto de cada
factor isquémico sobre el potencial de accion.

Los resultados obtenidos de las primeras 1024 simulaciones sugieren la importancia del potasio
extracelular en la aparicién de potenciales de accidon alternantes, ya que, estos solo aparecen en
aquellas simulaciones para las que el valor de [K*], es de 11.8 mM. Ademas, con la segunda
tanda de simulaciones estdticas se ha observado que es necesario que el potasio extracelular
tenga un valor mayor de 11.5 mM para que se produzcan potenciales de accidn alternantes. De
este modo, el valor que toma el potasio extracelular durante un episodio de isquemia miocardica
aguda es determinante en la aparicién de la alternancia eléctrica.

5.2 RELACION ENTRE LA ALTERNANCIA EN EL POTENCIAL DE ACCION Y EN EL CICLO DEL CALCIO

En primer lugar, se ha querido estudiar una de las hipdtesis mas extendidas sobre la causa de
aparicion de los potenciales de accidn alternantes: la consecuencia que tiene la alternancia en
el ciclo del calcio sobre el potencial de accidny, por lo tanto, la causalidad de este fendmeno en
la aparicion de los potenciales de accién alternantes (Clusin, 2008; Weiss et al., 2006; Edwards
& Blatter, 2014).

Para ello, partiendo de la simulacién dinamica de 15 minutos presentada anteriormente, se ha
analizado si en el minuto 4.65, en el que se produce la aparicién de PA alternantes, también se
da esta alternancia en el calcio intracelular y en el calcio del subespacio.
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Figura 5.1. Aparicion de alternantes (A) en el potencial de accidn, (B) en el calcio intracelular y
(C) en el calcio del subespacio.

Como se ha representado en la Figura 5.1, en el primer latido en el que se produce alternancia
eléctrica, también se da la alternancia en sus valores de calcio, tanto intracelular como del
subespacio.

Por otro lado, para corroborar la relacién directa entre estas tres variables, se ha utilizado el
modelo compuesto por los maodulos ‘main2019_ORd_MMChA clampca’ y
‘model2019_ORd_MMChA_clampca’ explicados en el Capitulo 4 En la simulacién en la que se
ha utilizado este moddulo, dejan de calcularse dindmicamente los valores de ambas
concentraciones de calcio ([Ca?]iy [Ca®*]ss) en el instante en el que va a comenzar el primer
latido con alternancia eléctrica (minuto 4.66). En su lugar, se “prefijan” sus formas de onda,
haciéndolas iguales a las del latido anterior, y estas formas de onda se repiten periédicamente.
De este modo, se elimina artificialmente la alternancia de las concentraciones de calcio para
determinar si son ellas las responsables de la alternancia del potencial de accidn.
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Figura 5.2. (A) Evolucién temporal del [Ca®*];en una simulacién dindmica; (B) [Ca?*]; fijado para
todos los latidos a partir de la marca roja. (C) Evolucién temporal del [Ca®*]ssen una simulacién
dindmica; (D) [Ca*]ss fijado para todos los latidos a partir de la marca roja.

En la Figura 5.2 (A y C) se han representado los valores del calcio intracelular y del subespacio
en una simulacién dindmica con efectos de la isquemia miocardica. En la Figura 5.2 (B y D) se
representa la misma simulacidn, pero en este caso se han fijado los valores de [Ca?*]iy [Ca®*]ssa
partir del punto marcado en rojo. Notese que, hasta el instante indicado por el punto, las formas

de onda de los paneles respectivos coinciden.

El resultado de la simulacion muestra que, como consecuencia de haber fijado los valores de
[Ca?];y [Ca?*]s, a partir del instante marcado, no se da alternancia en el potencial de accidn, tal

como se observa en la Figura 5.3.
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A. PA calculado (panel A) y PA con los valores de [Caz"]i y [Caz"]ss fijados (panel B)
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Figura 5.3. (A) Evolucion temporal del potencial de accion en una simulacion dindmica; (B)
Potencial de accién una vez fijado [Ca®]; y [Ca*']ss a partir de la marca roja.

Del mismo modo, se han utilizado los mddulos ‘main2019_ORd_MMChA clampca’ y
‘model2019 ORd_MMChA clampca’ explicados en el Capitulo 4, para realizar la simulacién
reciproca: una segunda simulacién en la que se ha prefijado el valor del potencial de membrana
a partir del instante en el que comienza la alternancia eléctrica para poder estudiar la evolucién
temporal del [Ca?*]iy [Ca?']ss en ausencia de alternancia en el potencial de accién. En la Figura
5.4 (A) se ha representado el potencial de membrana en la simulacién dindmica y en la Figura

5.4 (B) se ha representado la misma simulacidn, pero se ha prefijado este PA a partir del latido
marcado en rojo.
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Figura 5.4. (A) PA en una simulacion dindmica; (B) PA fijado para todos los latidos a partir de la
marca roja.

En la Figura 5.5 (B y D) se ha representado lo que ocurre con las formas de onda de [Ca®]iy
[Ca?]ss cuando se prefija el potencial de accién a partir del latido marcado en rojo. Se puede
observar como la consecuencia es una disminuciéon brusca de los valores de pico (sistdlicos) pero
sin alternancia: esta desaparece claramente si se eliminan los alternantes eléctricos.
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Figura 5.5. (A) Evolucién temporal del [Ca?*];en una simulacién dindmica; (B) [Ca?*]; una vez se
ha fijado el potencial de accién a partir de la marca roja. (C) Evolucién temporal del [Ca*']ssen
una simulacién dindmica; (D) [Ca*']ss una vez se ha fijado el potencial de accién a partir de la
marca roja.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de ambas simulaciones, se puede concluir que
existe una relacién directa entre la alternancia del potencial de accién y la del ciclo del calcio.

5.3 ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LOS FACTORES ISQUEMICOS SOBRE LA ALTERNANCIA EN
EL POTENCIAL DE ACCION

Como se comprobd al realizar las 1024 simulaciones explicadas en el Capitulo 4, los valores de
los factores isquémicos ([ATP]; [ADP];, pHi, pHo y LPC) tienen una gran influencia en la aparicion
de potenciales de accidon alternantes. En efecto, en esas primeras simulaciones realizadas, la
diferencia entre secuencias con y sin alternantes radicaba unicamente en el valor de estos
factores isquémicos. Estos pardmetros se manifiestan en el potencial de accién a través de los
efectos que causan en ciertas corrientes.

Ademas, las dos simulaciones que se han escogido para realizar el andlisis de la causa de
aparicidn de alternantes se diferencian Unicamente en el valor de la concentracién intracelular
de ATP. En aquella en la que si hay alternantes, el valor es [ATP]i= 6 mM, y en la que no aparecen,
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el valor es de 7.33 mM. Por lo tanto, este factor tiene una gran influencia en el fendémeno de la
alternancia.

Este factor isquémico influye en cuatro corrientes diferentes: Ikate, Inak, la bomba SERCA y la
bomba de Ca?'. Para saber a través de cual de ellas causa un mayor efecto en la aparicién de
alternantes se han realizado cuatro simulaciones para las que se han usado los mddulos
‘main2019_ORd_MMChAL fisq’ y ‘model2019 _ORd_MMChAL fisq’ explicados en el Capitulo 4.
En cada una de ellas, una de las cuatro corrientes descritas se veia afectada por [ATP]i=6 mMy
el resto por [ATP]i=7.33 mM. Teniendo esto en cuenta, se puede saber a través de qué corriente
tiene un mayor efecto el [ATP]..

Como se observa en la Figura 5.6, variando la concentracién de ATP intracelular de Ixarr los
alternantes subsisten, mientras que realizando el mismo procedimiento en Iy.k la alternancia
desaparece. Cabe destacar que los resultados obtenidos cuando se realiza el mismo
procedimiento para lyca y la bomba SERCA son los mismos que para Inak.

De este modo, los resultados sugieren que [ATP]; tiene una gran influencia en la aparicion de
alternantes Unicamente a través de la corriente lxate.

A. [ATP]i = 6mM para IKm.PI B. [ATP]i = 6mM para INaK
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Figura 5.6. Potencial de accion cuando el valor de [ATP]; es de 7.33 mM, excepto para una
corriente (indicada en el panel) que vale 6 mM. Esta corriente es Ixate en (A) € Inak en (B).

Se ha repetido el mismo procedimiento con el [ADP]; utilizando los mismos mddulos de
software. En este caso, una de las corrientes se veia afectada por una concentracién de ADP
intracelular igual a 350 uM, y el resto de 266.6 uM. El [ADP]; se manifiesta en el potencial de
accion a través de las mismas corrientes que el [ATP]..

Los resultados para la bomba de Ca?* y la bomba SERCA también son los mismos que para Inak,
representada en la Figura 5.7 (B). Por lo tanto, el [ADP]itambién tiene su mayor efecto sobre el
potencial de accion a través de la corriente de potasio sensible al ATP (lkatr), como se puede
observar en la Figura 5.7 (A) ya que aparecen alternantes.
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A. [ADP], = 350uM paral,, .. B. [ADP], = 266.6uM paral_
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Figura 5.7. Potencial de accion cuando el valor del [ADP]; es de 350 uM, excepto para una
corriente (indicada en el panel) que vale 266.6 uM. Esta corriente es Ixate €n (A) € Inak en (B).

Por otro lado, se ha estudiado la influencia de los factores pH;, pHo y LPC sobre la aparicién de
potenciales de accion alternantes. Para ello, se han realizado distintas simulaciones para el pH
tanto intra como extracelular, y para la LPC. En ellas, se han modificado los settings
correspondientes al resto de factores asignandoles valores no isquémicos, para que estos no
influyeran en la aparicién de alternantes, y se iba variando el settings del pardmetro en cuestion.

En las simulaciones en las que variaban pH; y pH,, el resto de parametros adoptaban los
siguientes valores: [ATP]; = 10 mM, [ADP]i= 15 uM, LPC =2 uM y [K*], = 11.5 mM. Se realizaron
cuatro simulaciones distintas en las que el pH; adoptaba valores de 6.2, 6.5, 6.8 y 7.2, y el pH,
de 6.4,6.7,7y7.4.

En la Figura 5.8 (A) se observa el potencial de accién para pHi = 6.2 y pHo = 6.4, y en la Figura
5.8 (B) para pH; = 7.2 y pH, = 7.4. Para las otras dos simulaciones, los resultados obtenidos son
parecidos a los mostrados, desaparecen los alternantes. Por ello, los resultados sugieren que los
efectos del pHiy pH, no son determinantes en el fenédmeno de aparicién de alternancia eléctrica.

Hi=6.2y pHo=6.4 Hi=7.2y pHo=T74
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Figura 5.8. Potencial de accidon para [ATP]; = 10 mM, [ADP]i = 15 uM, LPC=2 uM, y [K*], = 11.5
mM en ambas Figuras, (A) pHi = 6.2 /pHo =6.4 y (B) pHi= 7.2 /pHo = 7.4.
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Respecto a la LPC, se ha llevado a cabo el mismo procedimiento, siendo los valores de los
factores isquémicos los siguientes: [ATP]; = 10 mM, [ADP]i = 15 uM, pHi=7.2 y pHo =7.4y [K*],
=11.5 mM. En las cuatro simulaciones llevadas a cabo, la LPC adoptaba valores de 2, 4,6y 8 uM.

Los potenciales de accion cuando la LPC toma valores de 4 y 6 uM, son parecidos a los que se
observan en la Figura 5.9. Por ello, el valor del metabolito LPC tampoco parece ser determinante
en la aparicidn de los potenciales de accidn alternantes.

LPC =2uM LPC = 8uM

20 1 20

0 0
S

5_ =20 -20
E
>

-40 -40

-60 1 -60

-80 -80

004 006 0.08 0.1 012 0.04 0.06 0.08 0.1 012
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 5.9. Potencial de accion para [ATP]; = 10 mM, [ADP]i = 15 uM, [K*], = 11.5 mM, pHi = 7.2
y pHo = 7.4 en ambas Figuras, (A) LPC=2 uM y (B) LPC = 8 uM.

5.4 DETERMINACION DE LA INFLUENCIA DE LAS CORRIENTES IONICAS SOBRE LA ALTERNANCIA
EN EL POTENCIAL DE ACCION

Para el estudio de la influencia de las corrientes idnicas sobre la alternancia en el potencial de
accion  se ha realizado un estudio de sensibilidad utilizando los mddulos
‘main2019_ORd_MMChAL_pert’ y ‘model2019_ORd_MMChAL_pert’ explicados en el Capitulo
4.

En concreto, se han potenciado parcialmente o inhibido parcialmente las corrientes mediante
factores multiplicativos. Se han potenciado aquellas corrientes que son entrantes y se han
inhibido las salientes. Se ha procedido de este modo, debido a que, si las corrientes entrantes
estan debilitadas, se ve favorecida la aparicién de los alternantes al reducirse la despolarizacion
y, ocurre lo mismo si las salientes estan reforzadas, al favorecer la repolarizacidn.

En cada simulacidn realizada, una de las corrientes relevantes para el PA se ha multiplicado por
su correspondiente factor multiplicativo (mayor o menor que la unidad), manteniendo el resto
de corrientes en sus valores normales. Mediante estas simulaciones, se ha determinado el grado
de inhibicidn o activacion parcial de cada corriente por separado que se necesita para eliminar
los alternantes del potencial de accidn.

En la Tabla 7 se muestran los porcentajes de inhibicidon parcial (flechas descendentes) o
potenciacion parcial (flechas ascendentes) que se ha necesitado, como minimo, para hacer
desaparecer los alternantes del potencial de accién.
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Ina Ica Ikatp Ik InaL
Umbral ™ 3% ™ 5% 4 10% Jd 15% ™ 60%
Jrel SERCA lto Iks
Umbral J 85% ™ 90% X X

Tabla 7. Umbrales de potenciacion parcial e inhibicion parcial de las corrientes idnicas

necesarios para la desaparicion de los potenciales de accidn alternantes.

Por ejemplo, en el caso de la corriente de potasio sensible a ATP (lkatr), se ha necesitado
multiplicar la corriente por 0.90 (disminuirla en un 10%) para erradicar los alternantes. Cuanto

menor sea el valor porcentual mostrado en la tabla, tanto de potenciacién como de inhibicidn,

de las corrientes, mds importancia tiene esta en la aparicion de potenciales de accién

alternantes.

La corriente de sodio presenta el menor umbral necesario la eliminacion de la alternancia: un
3%. El potencial de accién y la corriente Iy, resultantes de realizar esta modificacion estan
representadas en la Figura 5.10.
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Figura 5.10. Potencial de accién y (B) corriente Iy, obtenidas al multiplicar esta corriente por un
factor multiplicativo activador del 3% en el instante marcado en rojo.

Al aumentar un 5% la corriente de Ica. desaparece la alternancia en el siguiente latido después
del instante en el que se aplica el factor multiplicativo, como se observa en la Figura 5.11.
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Figura 5.11. (A) Potencial de accion y (B) corriente Ico1 Obtenidas al multiplicar esta corriente
por un factor multiplicativo activador del 5% en el instante marcado en rojo.

El umbral necesario para que desaparezcan los alternantes durante toda la simulacién al inhibir
la corriente Ikatr es del 10%. El potencial de accidn y la corriente resultantes estdn representados

en la Figura 5.12.
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Figura 5.12. (A) Potencial de accion y (B) corriente Ixate obtenidas al multiplicar esta corriente

por un factor multiplicativo inhibidor del 10% en el instante marcado en rojo.

Por otro lado, al disminuir la corriente Ik, en un 15% también desaparecen los potenciales de

accion alternantes a lo largo de toda la simulacién, como se observa en la Figura 5.13.
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Figura 5.13. (A) Potencial de accidn y (B) corriente Iy, obtenidas al multiplicar esta corriente por
un factor multiplicativo inhibidor del 15% en el instante marcado en rojo.

Respecto a los canales Ry R (Jra), al ser multiplicados por un factor multiplicativo inhibidor del
85% desaparece la alternancia durante tres latidos después del instante en el que se aplica,
como se observa en la Figura 5.14 (A). Por otro lado, la corriente Jo, representada en la Figura
5.14 (B), se recupera rapidamente después de aplicar el bloqueo, lo que explica que la
alternancia se recupere a partir del cuarto latido post-alteracién.
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Figura 5.14. (A) Potencial de accion y (B) corriente Jr; obtenidas al multiplicar esta corriente por
un factor multiplicativo inhibidor del 85% en el instante marcado en rojo.

La corriente Ina Necesita ser potenciada en un 60% para apreciarse cambios en el potencial de
accion, por ello, su efecto en la alternancia del PA es muy pequeio. Lo mismo ocurre con la
bomba SERCA, para la que se necesita un aumento del 90%. En el caso de las corrientes Ik € lio
no desaparecen los alternantes ni anulandolas, por lo tanto, su implicacién en la aparicién de

estos es nula.

39



Estudio mediante simulacion computacional de las causas de los alternantes de origen
isquémico en cardiomiocitos ventriculares

5.5 ANALISIS DE LA INFLUENCIA DE LAS CORRIENTES IONICAS SOBRE LA ALTERNANCIA EN EL
POTENCIAL DE ACCION

Se harealizado un analisis de aquellas corrientes idnicas que han resultado ser mas significativas,
segun el estudio de sensibilidad anteriormente descrito, en la aparicidon de potenciales de accién
alternantes.

5.5.1 Corriente de sodio (Ina)

La corriente de sodio es la responsable del primer tramo de despolarizacidn, el que si se produce
tanto en los latidos largos como en los cortos. En la Figura 5.15 estd representada la Ina para el
latido largo y para el corto de la simulacién con alternantes elegida para analizar la alternancia
eléctrica. La corriente es practicamente igual en ambos latidos diferencidndose solo en un 3%
del valor de pico.

Aungue esta diferencia parece pequenia, resulta esencial para la eliminacién de los alternantes.
La razdn hay que buscarla en la diferencia entre el potencial de accion largo y el corto y, en
concreto, en la fase de despolarizacion. En la Figura 4.6 (A) se observa como ambos potenciales
comienzan a divergir para un valor de potencial cercano a -15 mV, tras una primera fase de
despolarizacién con una pendiente de alto valor. A partir de -15 mV, el potencial de accién largo
continuda despolarizandose con una pendiente mucho menor, mientras que el corto alcanza una
meseta muy breve tras la cual comienza a repolarizarse.
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Figura 5.15. Comparacion de la corriente de sodio para el latido largo y el corto.

La corriente responsable de la despolarizacidon de alta pendiente es precisamente la corriente
de sodio que se estd analizando en este apartado. Su “misién” es elevar el potencial de
membrana hasta un valor (-15 mV) para el cual la corriente de calcio a través de los canales tipo
L (lcaL) sea capaz de continuar el proceso de despolarizacién (mas lenta). El hecho de aumentar
la corriente de sodio en un 3% eleva el potencial de membrana lo suficiente (1 mV adicional)
como para que la corriente lca. pueda conseguir la despolarizacion completa de la célula, incluso
en el potencial de accién corto.
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5.5.2 Corriente rapida de potasio (l«)

A diferencia del caso de la corriente de sodio, la corriente Ik presenta grandes diferencias entre
los latidos largo y corto, como se observa en la Figura 5.16.

Latido largo
0.7 1 Latido corto 7
Zoom latido largo
0.6 - Zoom latido corto | |
0.5 - b
i
I 0.4 - b
=2
<03t 1
0.2 - b
0.1 r b
0 L 1 1 1 1 1 1
4.949 495 4.951 4.952 4.953 4.954 4.955

Tiempo (min)
Figura 5.16. Comparacion de la corriente rdpida de potasio para el latido largo y el corto.

Analizando la comparacion entre latidos se observa como la corriente es mucho mayor en el
latido corto que en el largo inmediatamente antes de que estos latidos se bifurquen. Por otro
lado, si se observa la Figura 5.17 en la que se comparan el mismo latido largo para la simulacion
con y sin alternantes, se aprecia como para la simulacidn sin alternantes el valor de la corriente
es mas parecido a la del latido corto que a la del largo.
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Figura 5.17. Comparacion de la componente rdpida de la corriente de potasio para el mismo
latido largo en una simulacion con alternantes y otra sin alternantes.

Para estudiar de qué puede depender esta diferencia y por qué el valor de la corriente del latido
corto es mas parecido al valor de un latido en una simulacidn sin alternantes, se ha analizado la
ecuacion de la corriente Ik, correspondiente con la Ecuacion (11).
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Los términos Gy, (conductancia maxima del canal), \/[K*],/5.4 y Ex son constantes en la
simulacidn e iguales para ambos latidos. Por otro lado, xr es la probabilidad de apertura de la
compuerta de activacién y rkr de la de inactivacién. La compuerta de inactivacion no tiene
constante de tiempo (es de accién instantdnea) y Unicamente depende del potencial de
membrana.

De este modo, la compuerta de activacién seria la Unica responsable de este comportamiento.
Igual que con los potenciales de accidon, se ha comparado con la compuerta de activacidn de la
simulacidn sin alternantes y, de este modo, poder ver las diferencias entre ellas. Ambas estan
representadas en la Figura 5.18.
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Figura 5.18. Compuerta de activacion (xr) de la corriente I para la simulacion (A) con
alternantes y(B) sin alternantes.

La corriente es mayor en el inicio del latido corto ya que la probabilidad de apertura es mayor
(0.22) cuando este empieza respecto a cuando lo hace el latido largo (0.14). Sin embargo,
analizando la Figura 5.18 (B) se observa como la probabilidad de apertura en este caso (0.24) es
mas parecida al latido corto que al largo, lo mismo que se observaba en los potenciales.

De este modo, la diferencia radica en que, en el latido corto, como la corriente es mas breve en
el tiempo, las compuertas tienen mas tiempo para cerrarse una vez ha disminuido el potencial
de membrana, por lo que la probabilidad de apertura llega a valores mas bajos para el inicio del
siguiente latido.

Por ello, los resultados sugieren que la corriente Ik no es la causante directa de esta alternancia,
ya que su funcionamiento se ve alterado precisamente por la presencia de estos alternantes,
pero si que favorece su mantenimiento. Esto es debido a que si la probabilidad de apertura de
la compuerta de activacion es mayor cuando empieza el latido corto que cuando empieza el
largo, la corriente también es mayor, haciendo que el potencial de membrana disminuya mas
rapido, y favoreciendo que no se produzca el segundo tramo de despolarizacién.

5.5.3 Corriente de potasio sensible a ATP (Ixatr)

En la Figura 5.19 se compara la corriente Ikate del latido largo y del corto, y en la Figura 5.20 se
compara la misma corriente para el mismo latido largo en una simulacién con alternantes y otra
sin alternantes.
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En esta ultima se aprecia como la corriente es menor para el latido de la simulacion sin
alternantes. Esto se debe a que la corriente no tiene compuertas voltaje-dependientes, y se
activa progresivamente cuando hay disminuye la [ATP]; (José M. Ferrero et al., 1996). Como en
la simulacion sin alternantes este factor isquémico es mayor ([ATP]i = 7.33 mM frente a 6 mM
de la simulacidn con alternantes) la corriente deja pasar mds potasio.
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Figura 5.19. Comparacion de corriente de potasio sensible a ATP para el latido largo y el corto.
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Figura 5.20. Comparacion de la corriente de potasio sensible a ATP para el mismo latido largo
en una simulacion con alternantes y otra sin alternantes.

El umbral de inhibicidn de la corriente Ixate indica que esta tiene un gran efecto en la aparicion
de los alternantes. Se ha analizado la Ecuacién (14) correspondiente a esta corriente para
estudiar de qué manera influye en el fenémeno de la alternancia eléctrica.

Los términos Ggarp, +/[K*]1,/5.4 y Ex son constantes para la simulacién y tienen los mismos
valores para ambos latidos. Por otro lado, fy, depende de la concentracion intracelular de
magnesio, una constante, y del potencial de membrana, y fy, de la concentracién intracelular
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de sodio y del potencial de membrana. De este modo, ambos factores sufriran una alternancia
debido a Vi, pero no son responsables de ella.

Por ultimo, fATpKATP depende tanto de [ATP]; como de [ADP]i. Como se ha comentado
anteriormente, estos dos pardmetros influyen en el potencial de acciéon a través de esta
corriente y, de hecho, a través de este factor. Por lo tanto, los resultados sugieren que lkare
influye en la aparicién de alternantes debido a los valores de [ATP]; y [ADP]..

5.5.4 Corriente de calcio por los canales tipo L (Ical)

La corriente lca es la responsable del segundo tramo de despolarizacion. Los resultados
mostrados en la Figuras 4.6 (A) y 5.21 sugieren que este segundo tramo no se produce en los
latidos cortos ya que no tiene lugar la segunda parte de la entrada de calcio en la célula. Ademas,
en la Figura 5.22 se muestra como ambos latidos largos muestran una morfologia muy parecida.
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Figura 5.21. Comparacion de la corriente de calcio por los canales tipo L para el latido largo y el

corto.
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Figura 5.22. Comparacion de la corriente de calcio por los canales tipo L para el mismo latido
largo en una simulacidn con alternantes y otra sin alternantes.
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La ecuacion de la corriente de calcio es la (15). En ella todos los factores son constantes excepto
nca, flCaLp y PhiCal, y todos ellos dependen de la concentracién de calcio del subespacio.

[Ca?]ss estd representada en la Figura 5.23 (A) y se observa que también presenta alternancia.
Aunque, realmente, el instante mas relevante para la alternancia corresponde al inicio del latido,
representado en la Figura 5.23 (B). La razdn es que cuanto mayor es la concentracion de calcio
en el subespacio, menor es la corriente entrante de calcio, debido a la presencia de compuertas
calcio-inhibidas en los canales de calcio tipo L y también al gradiente de difusidon. De este modo,
al ser mayor la concentracion al inicio del latido corto, la corriente de calcio es menor.
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Figura 5.23. Comparacion de la concentracion del subespacio de calcio para el latido largo y el
corto enteros (A) y del inicio de los latidos (B).

La dependencia con ficq1, €S indirecta ya que este factor solo esta relacionado con [Ca*']ss
debido a que la cantidad de canales fosforilados depende de que la calmodulina se una a este
calcio. Lo mismo ocurre con nca, en este caso, la cantidad de canales ligando-dependientes
dependerd de la cantidad de calcio presente al que ligarse. Ademas, cabe destacar que la
corriente depende tanto de la cantidad de canales fosforilados (f;cqrp) como de los no
fosforilados (1 — ficarp) v, del mismo modo, de los canales ligados a un Ca?* (n.q) y de los no
ligados (1 — n.,). Por lo tanto, una variacidn de estos parametros no influye directamente en el
valor de la corriente.

Respecto a Phicg,, la driving force de esta corriente, depende directamente de [Ca®']ss vy su
variacion afecta a la corriente, como se observa en la Ecuacién (18).

Teniendo en cuenta que Phi.,; también depende de la concentracidn de calcio extracelular, y
este valor se puede variar ya que es una constante en el modelo y no una variable de estado, se
ha podido realizado una nueva simulacion para la que se han utilizado los mddulos
‘main2019_ORd_MMChAL pert’ y ‘model2019 _ORd_MMChAL_pert’, explicados en el Capitulo
4. En ella, se ha aumentado el valor de esta variable para saber cdmo afectaria a la corriente de
calcio. En la Figura 5.24, se observa que aumentando [Ca*"],un 10%, la driving force aumenta en
valor absoluto y, ademas, desaparece la alternancia.
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Figura 5.24. Phic, de la simulacion en la que se ha aumentado un 10% el valor la concentracion
extracelular de calcio en el punto marcado en rojo.

Como consecuencia, aumenta la corriente de calcio y, desaparecen los alternantes en esta. Y
como resultado también desaparecen en el potencial de accion como se observa en la Figura
5.25.
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Figura 5.25. Potencial de accion de la simulacion en la que se ha aumentado un 10% el valor la
concentracion extracelular de calcio en el punto marcado en rojo.

La concentracidn extracelular de calcio esta relacionada con la concentracién de calcio en el
subespacio a través del intercambiado sodio-calcio del subespacio, Inaca_ss. De este modo, cuando
[Ca*], aumenta, también lo hace [Ca*]ss, provocando cambios en Phig,;, y como se ha visto,
esto tiene como consecuencia la eliminacidn de la alternancia en los potenciales de accién.

Los resultados sugieren que lca. tiene efectos sobre la alternancia en el potencial de acciéon
debido a la alternancia que se produce en la concentracion de calcio del subespacio, a través de
su driving force, Phic,; .
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CAPITULO 6.CONCLUSIONES

El primer objetivo de este TFG era desarrollar un software de simulacién en entorno Matlab®
gue permitiese simular los potenciales de accién, las corrientes idnicas y las concentraciones
idnicas en una célula aislada sometida a condiciones de isquemia miocardica aguda y que
estuviese adaptado para el estudio de los alternantes eléctricos. Este objetivo se ha cumplido,
tal como se detalla en el Cap. 4 de esta memoria. Las diferentes versiones del software
desarrollado, asi como los diferentes mddulos programados, han permitido simular los
potenciales de accidn alternantes inducidos por la isquemia miocardica aguda y estudiar su
relacidn causal con las corrientes idnicas, las concentraciones idnicas y los factores isquémicos.
Fruto de los estudios llevados a cabo utilizando el software desarrollado, pueden enunciarse las
siguientes conclusiones, relacionadas todas ellas con el segundo objetivo del TFG (estudiar,
utilizando el software antedicho, las causas de la aparicion de los potenciales de accidon
alternantes en el nivel de los canales idnicos y las concentraciones idnicas).

1.- Los alternantes en el potencial de accidon aparecen solamente si se da un valor critico en la
concentracidn extracelular de potasio: ésta debe tener un valor superior a 11.5 mmol/L. Este
valor se alcanza en el miocardio a los pocos minutos (entre 5 y 10) después de la oclusién
coronaria. Por otro lado, el ATP disminuye bruscamente en un episodio de isquemia miocdrdica
aguda vy, por el contrario, el ADP adquiere valores superiores a los normales. Los resultados
sugieren que ambos cambios en la concentracién de nucleétidos influyen en la aparicion de la
alternancia eléctrica. Por ultimo, de acuerdo también con las simulaciones, los valores de pH
intracelular y extracelular, asi como la concentracion de LPC, no influyen en la aparicion de
alternantes.

2.- Lainfluencia de las concentraciones de ATP y ADP en la aparicidn de alternantes del potencial
de accidn se canaliza a través de la corriente de potasio sensible a ATP y no de las bombas idnicas
(bomba sodio-potasio, bomba de calcio sarcolémica y bomba SERCA del reticulo sarcoplasmico),
a pesar de que la actividad de estas ultimas esta directamente influenciada por los valores de
los nucledtidos mencionados.

3.- Los alternantes eléctricos (en el potencial de accién) estan intimamente relacionados con los
alternantes idnicos en el ciclo del calcio (en la concentracion intracelular de calcio, tanto en el
mioplasma como en el subespacio). Sin alternantes de calcio no se producen alternantes del
potencial de accidon y viceversa.

4.- Las corrientes idnicas tienen influencias muy diversas en la aparicion de alternantes. Estos
son muy sensibles a pequefias variaciones (menores o iguales al 15%) de la corriente rapida de
sodio (3%), la corriente de entrada de calcio a través de los canales de tipo L (5%), la corriente
de potasio sensible a ATP (10%) vy a la corriente rapida de potasio (15%). El resto de corrientes
sarcolémicas tienen una influencia menor en la aparicién de alternantes del potencial de accién.
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Esta ultima conclusidn sugiere posibles abordajes farmacoldgicos para tratar de evitar (o al
menos retrasar) la aparicién de alternantes. Un farmaco agonista de los canales de calcio de tipo
L (como el Nefiracetam, que se administraba en el pasado contra la demencia senil, o el (R)-
Baclofen, farmaco utilizado contra la esclerosis multiple) podria evitar la aparicion de
alternantes en pacientes con riesgo cardiovascular, pues las simulaciones sugieren que basta
con elevar un 5% dicha corriente de calcio para que el fendmeno alternante desaparezca. Lo
mismo, y por las mismas razones, podria decirse de farmacos agonistas de la corriente rapida de
sodio (como el Veratridine), pero en este caso habria que tener en cuenta que dichas sustancias
son generalmente neurotéxicas y, por lo tanto, la relacion riesgo-beneficio no justificaria su uso.
Por ultimo, farmacos antagonistas de los canales de potasio sensibles a ATP (como la
glibenclamida) también podrian evitar o retrasar la aparicidon de alternantes y, con ello, de la
fibrilacion ventricular. Sin embargo, la administracién de alguno de estos farmacos a pacientes
con riesgo cardiovascular tendria implicaciones secundarias que habria que estudiar a fondo
antes de considerarlo como una alternativa terapéutica.

48



Estudio mediante simulacion computacional de las causas de los alternantes de origen
isquémico en cardiomiocitos ventriculares

CAPITULO 7.LINEAS DE TRABAJO FUTURAS

A lo largo del trabajo se ha remarcado la gran importancia de estudiar las causas del origen de
los potenciales de accidn alternantes producidos durante la isquemia miocdardica aguda por sus
caracteristicas arritmogénicas. Sin embargo, a pesar de que con este trabajo se ha arrojado algo
de luz sobre este tema, todavia es importante que se realicen mas estudios que puedan llegar a
esclarecer totalmente las causas de este fendmeno. Las lineas de trabajo futuras que se sugieren
a continuacién estan directamente relacionadas con las limitaciones del presente trabajo.

Por ello, futuras lineas de trabajo podrian ser:

e Utilizar modelos en los que los factores de isquemia miocardica estuvieran formulados
en su totalidad con datos obtenidos de experimentos en corazones humanos, ya que
una parte de los datos presentes en el modelo utilizado son de experimentos en
animales.

e Utilizar modelos que incluyan mayor cantidad de metabolitos, como la fosfatidilcolina
(PC), que tengan efectos en las corrientes durante la isquemia miocardica.

e Simular el efecto de laisquemia no solo en cardiomiocitos aislados, como se ha realizado
en este trabajo, sino también en tejidos 1D, con lo que se podria analizar la propagacion
eléctrica entre células.
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PRESUPUESTO

1. OBJETIVOS

En este apartado se va a realizar la valoracién econémica del presente Trabajo Fin de Grado. En
el presupuesto se van a detallar los costes parciales, que incluyen los costes de personal y los
costes materiales, asi como los costes totales del proyecto.

2. COSTES PARCIALES

Los costes parciales incluyen los costes de personal y los costes materiales.

2.1 Costes de personal

Los costes de personal incluyen el salario del personal que ha estado implicado en el proyecto
segun el nivel académico y las horas trabajadas, en este caso han participado dos ingenieros
superiores que han guiado y tutorizado el trabajo y una estudiante de ingenieria biomédica que
ha realizado el TFG.

El sueldo base de un estudiante es aproximadamente de 1400 €/mes, en cuanto a los dos
ingenieros superiores, el sueldo base seria de 2600 €/mes. Si un afio tiene 52 semanas y se le
restan cuatro de vacaciones y dos de festivos, se trabaja un total de 46 semanas. Considerando
una jornada laboral de 8 horas al dia, cinco dias a la semana, esto hace un total de 1840 horas
anuales trabajadas. Ademas, el coste de la seguridad social para la empresa es de un 31.55% en
base a cada uno de los salarios.

De este modo, el coste del ingeniero estudiante es de 14.01 €/h y del ingeniero superior de 26.02
€/h.

En la Tabla 1 se recogen los costes de personal.

S
Ne escripeion Unidad Precio Unitario Cantidad (h) Coste Total
del recurso
1 Ingeniero biomedico | o 26,02 € 50 1.301,00 €
superior
2 [IERME BEMmLe | g 26,02 € 50 1.301,00 €
superior
3 Ingeniero biomédico | o 14,01 € 300 4.203,00 €
estudiante
TOTAL 6.805,00 €

Tabla 1. Costes de personal para cada individuo implicado en el proyecto
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2.2 Costes materiales

Dentro de los costes de material, se incluyen los costes de software o licencias de programas
informdticos empleados durante la realizacion del TFG, asi como los equipos informaticos

utilizados.

En la Tabla 2 se recogen todos estos costes.

Descripcion . . Duracién Periodo Factor de Coste
Ne Precio Cantidad . ) o .
del recurso licencia de uso amortizacion Total
Licencia de MATLAB
1 Student R2021b 69,00 € 1 12 meses 10 meses 5/6 58,00 €
2 Microsoft Office | 1 /g 15 ¢ 1 12 meses | 10 meses 5/6 124,00 €
Student 365
3 HUAWE[') “{'jteBOOk 800,00 € 1 60 meses | 10 meses 1/6 133,00 €
TOTAL 315,00 €

Tabla 2. Costes materiales del proyecto

3. COSTE TOTAL

Por ultimo, se calculan los costes totales del proyecto como la suma de los costes de personal y

los costes materiales como se muestra en la Tabla 3.

Descripcion Importe
Costes de personal 6.805,00 €
Costes materiales 315,00 €

TOTAL 7.120,00 €

Tabla 3. Costes totales del proyecto
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