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RESUMEN

El presente estudio partid de los resultados obtenidos en el Trabajo Fin de Grado (TFG) realizado
por Ainhoa Asensio Orts (Asensio Orts, 2017) y el Trabajo de Fin de Master (TFM) de Isabel
Albella Héctor (Albella Héctor, 2018) que lo siguid, en los que se desarrollé una primera version
de software de simulacion para estudiar el efecto de las mitocondrias sobre la actividad
bioeléctrica de las células cardiacas de conejo.

El objetivo del presente TFG es avanzar en el desarrollo de dicho modelo y de dicho software,
ampliando su formulacion a nuevas corrientes mitocondriales y adaptandolo para estudiar el
efecto en otras especies animales. Especificamente, se ha desarrollado un nuevo software de
aplicacién mas completo y mas general y se ha estudiado, utilizando el mismo, el efecto de las
mitocondrias sobre el potencial de accion y la dindmica intracelular de calcio en diferentes
especies animales (incluyendo humano) y en diferentes supuestos. El software, que se ha
desarrollado en entorno Matlab, tiene utilidad para establecer el papel de las mitocondrias en la
electrofisiologia celular y para evaluar el error asociado a su ausencia en la mayoria de los
modelos de potencial de accidn existentes.

Para este fin, se ha realizado una adaptacion del modelo de mitocondria de linfocitos B de Kim'y
otros (2013) a diferentes modelos de potencial de accion de miocito ventricular de las diferentes
especies estudiadas. En el caso del conejo se partié del modelo de Shannon y otros (2004); para
el caso del perro se emple6 el modelo de Decker y otros (2009) y para el caso del humano, el
modelo de O’Hara y otros (2011).

Los resultados obtenidos por el software de simulacion desarrollado indican que la ausencia de
mitocondrias en los modelos computacionales de potencial de accién puede generar errores
relativos mayores del 20% al estimar las caracteristicas de los transitorios de calcio intracelular,
especialmente en presencia de variaciones en las corrientes idnicas producidas por mutaciones
genéricas y/o intervenciones farmacolégicas.

Palabras clave: mitocondria, cardiomiocito, corazén, calcio, potencial de accidn, corriente
idnica.
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RESUM

El present estudi va partir dels resultats obtinguts en el Treball de Fi de Grau (TFG) realitzat per
Ainhoa Asensio Orts (Asensio Orts, 2017) i el Treball de Fi de Master (TFM) de Isabel Albella
Héctor (Albella Héctor, 2018) que el va seguir, en els que es va desenvolupar una primera versio
del software de simulacio per a estudiar I’efecte de les mitocondries sobre I’activitat bioeléctrica
de les cél-lules cardiaques de conill.

L’objectiu ara es avancar en el desenvolupament d’aquest model i d’aquest software, ampliant la
seua formulacidé a noves corrents mitocondrial i adaptant-lo per a estudiar I’efecte en altres
espécies animals. Especificament, s’ha desenvolupat un nou software d’aplicacié més complet i
més general i s’ha estudiat, emprant-lo, I’efecte de les mitocondries sobre el potencial d’accio i
la dinamica intracel-lular de calci en diferents especies animals (incloent I’huma) i en diferents
suposats. El software, que s’ha desenvolupat a I’entorn Matlab, té la utilitat per a establir el paper
de la mitocondria en I’electrofisiologia cel-lular i per a avaluar I’error associat a la seua abséncia
en la majoria dels models de potencial d’acci6 existents.

Per a aquest fi se ha realitzat una adaptaci6é del model de mitocondria de limfocits B de Kim i
altres (2013) a diferents models de potencial d’accié de midcit ventricular de les diferents espéecies
estudiades. En el cas del conill se va partir del model de Shannon i altres (2004); per al cas del
gos es va emprar el model de Decker i altres (2009) i per al cas de I’huma, el model d. O’Hara i
altres (2011).

Els resultats obtinguts per el software de simulacié desenvolupat indiquen que la abséncia de
mitocondries als models computacionals de potencial d’accio pot generar error relatius majors del
20% al estimar les caracteristiques dels transitoris de calci intracel-lular, especialment en
presencia de variacions en les corrents idniques produides per mutacions genétiques i/o
intervencions farmacologiques.

Paraules clau: mitocondria, cardiomidcit, cor, calci, potencial d’acci6, corrent ionica.
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ABSTRACT

The present study was based on the results obtained in the Final Degree Project carried out by
Ainhoa Asensio Orts (Asensio Orts, 2017) and the Final Master Project of Isabel Albella Héctor
(Albella Héctor, 2018) that followed it, in which a first version of simulation software was
developed to study the effect of mitochondria on the bioelectric activity of rabbit heart cells.

The objective now is to advance in the development of that model and of that software, expanding
their formulation to new mitochondrial currents and adapting them to study the effect on other
animal species. Specifically, a new, more complete and more general application software has
been developed and it has been used to study the effect of mitochondria on the action potential
and intracellular dynamics of calcium in different animal species (including human) and in
different assumptions. The software, which has been developed in the Matlab environment, is
useful for establishing the role of mitochondria in cellular electrophysiology and for evaluating
the error associated with its absence in most existing action potential models.

For this purpose, an adaptation of the mitochondrion model of B lymphocytes from Kim et al.
(2013) to different models of ventricular myocyte action potential of the different species studied
was carried out. In the rabbit case, the Shannon and others model (2004) was used; for the dog
case the Decker and others model (2009) was used and for the human case, was used the model
by O’Hara and others (2011).

The results obtained by the simulation software developed indicate that the absence of
mitochondria in computational models of action potential can generate relative errors bigger than
20% when estimating the characteristics of transient intracellular calcium, especially in the
presence of variations in currents ionic produced by generic mutations and / or pharmacological
interventions.

Keywords: mitochondria, cardiomyocyte, heart, calcium, action potential, ionic current.
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CAPITULO 1. MOTIVACION,
ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

El corazdn es uno de los 6rganos méas importantes de un ser vivo y, segin la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en todo
el mundo. Esto subraya la importancia y la necesidad de avance en el estudio de este érgano de
modo que se pueda conocer mejor su funcionamiento y la forma de prevenir, diagnosticar o tratar
este tipo de enfermedades.

La actividad eléctrica del corazon se puede modelar mateméaticamente y computacionalmente
estableciendo una analogia con circuitos eléctricos y hoy en dia se encuentran diferentes modelos
matematicos que simulan la actividad cardiaca de los humanos y otras especies. Para todos ellos
se emplean formulaciones matematicas en el estudio de los fendmenos electrofisiolégicos. Esto
permite predecir respuestas en condiciones que a menudo son dificiles de reproducir en
preparaciones experimentales y abre una nueva via de avance en el estudio de este 6rgano y las
patologias relacionadas con él.

Los primeros trabajos de los que se tiene constancia datan de principios del siglo XX, cuando Van
der Pol y Van der Mark (Van der Pol & Van der Mark, 1928) desarrollaron sistemas matematicos
para explicar la actividad ritmica del corazon y la relacion que ésta tiene con las sefiales del
electrocardiograma (ECG). A mitad del siglo XX, Neumann (Von Neumann, 1951) y Ulam
(Ulam, 1952) crearon automatas celulares para el desarrollo de modelos multicelulares y, casi al
mismo tiempo, Hodgkin y Huxley (Hodgkin & Huxley, 1952) consiguieron describir
matematicamente el potencial de accion (PA) en fibras nerviosas. Empleando los conocimientos
de los trabajos de Nernst y Planck, estos investigadores consiguieron cuantificar los flujos de
corriente a través de la membrana celular mediante sistemas de ecuaciones diferenciales que son,
sesenta afios mas tarde, empleadas todavia como paradigma matematico en las simulaciones.

De forma paralela, se ha estado estudiando también el proceso de propagacion de la activacion
cardiaca en modelos multicelulares. En los modelos, se describe la propagacion del PA mediante
una ecuacion de difusion-reaccion (en derivadas parciales) que hace referencia en primer lugar a
la difusion del voltaje a través del tejido y en segundo lugar al flujo de corriente a través de la
membrana celular (Chorro Gascé, 2005).

En los modelos matematicos mas actuales, el potencial de accion se representa modelando las
diferentes corrientes i6nicas que atraviesan la membrana extracelular de los cardiomiocitos y que
hacen variar las concentraciones ionicas extracelulares. Sin embargo (y ésta es una cuestion clave
en la motivacion de este TFG), en la mayoria de estos modelos, no se tienen en cuenta los canales
idnicos de las mitocondrias que se encuentran en el interior de estas células y cuya actividad hace
variar también las concentraciones intracelulares de diferentes iones.

Entre las diferentes funciones que tienen las mitocondrias, la principal es la de produccion de
energia, que consiste en la oxidacion de acetil-CoA derivado de carbohidratos, lipidos y proteinas,
obteniendo CO; y energia quimica en forma de adenosin trifosfato (ATP). Esta es necesaria para
la contraccion cardiaca ya que los cardiomiocitos necesitan gran aporte de energia para contraerse.
Sin embargo, durante los Ultimos afios también se ha estudiado el papel fundamental que juegan
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las mitocondrias en la homeostasis del calcio, ya que es capaz de almacenarlo de forma temporal.
La absorcion de Ca?" supone consecuencias fisioldgicas de alta importancia y que afectan al
potencial de accion celular. Se sabe que el calcio que se encuentra libre en la matriz mitocondrial
produce un aumento de la tasa de sintesis de ATP al modular la actividad enzimatica que tiene,
como sustrato, los productos del ciclo de Krebs, controlando asi el flujo de electrones y creando
un potencial de accion mayor (Garcia Padilla, 2014).

Ademas, las mitocondrias también tienen un papel fundamental en el proceso de muerte celular
programada, ya que actia como reservorio de alguna de las proteinas apoptdticas como el
citocromo C, el factor de induccién de apoptosis y las procaspasas (Luna-Ortiz, El-Hafidi, &
Martinez-Rosas, 2013). Algunas investigaciones afirman que si la concentracion de calcio dentro
de las mitocondrias es excesiva, se produce la liberacion de estas proteinas y ello puede
desencadenar apoptosis celular no deseada.

Como se puede observar, la ausencia de un modelo integrado que incluya a las mitocondrias en
los modelos computacionales de potencial de accién actuales supone un inconveniente y es de
gran importancia introducir este mecanismo de regulacion, para asi obtener modelos mas realistas
y que simulen mejor la actividad de un corazén vivo.

Este TFG es continuacion del TFM de Isabel Albella (Albella Héctor, 2018) en el que desarrolld
un software de simulacién empleando la herramienta Matlab con el que poder llevar a cabo de
forma iterativa y automatica todas las simulaciones deseadas para su posterior estudio. Este
trabajo, a su vez, fue continuacion del TFG de Ainhoa Asensio (Asensio Orts, 2017), en el cual
se incluy6 un modelo de regulacién de calcio mitocondrial basado en el modelo de Kim y otros
(Kim, Takeuchi, Koga, Hikida, & Matsuoka, 2012) dentro del modelo matematico de potencial
de accion de cardiomiocito ventricular de conejo de Shannon y otros (Shannon et al., 2004).

El objetivo del presente trabajo es ampliar este software a los modelos de humano y perro para
estudiar como afecta ello a su potencial de accién y su concentracion de calcio intracelular.
También se ha buscado ir un paso mas alla e incluir el modelado de las corrientes mitocondriales
de potasio (los modelos citados solo incluyen corrientes mitocondriales de calcio). Para ello, se
ha partido de diferentes modelos en los que introducir las ecuaciones correspondientes a la
simulacién de la actividad mitocondrial: para conejo se partié del modelo Shannon y otros
(Shannon et al., 2004), como ya se habia hecho anteriormente; para perro se empleé el modelo de
Decker y otros (Decker et al., 2009) y para humano se utiliz6 el modelo de O’Hara y otros (O'Hara
etal., 2011).

También se ha creado un software de simulacién para cada uno de ellos en los que el resultado es
una matriz de cuatro dimensiones donde son almacenados los valores de cuatro biomarcadores de
los transitorios de calcio intracelular: nivel de calcio sistélico (CaS), nivel de calcio diastolico
(CaD), tiempo de pico (CaTTP) y duracion del transitorio de calcio (CaTD80). El software calcula
cada biomarcador para 11 corrientes diferentes, 9 factores de bloqueo y 4 duraciones del periodo
de estimulacién. De este modo, se ha podido observar y analizar de forma individual cdmo
afectaria la consideracion de las mitocondrias para cada corriente con diferentes grados de
blogueo de los canales idnicos y con diferentes frecuencias de estimulacion.

Por altimo, se ha disefiado una nueva interfaz grafica para poder seleccionar el modelo con el que
se quiere trabajar en cada momento y con ella se ha realizado el andlisis de sensibilidad sobre la
influencia de las corrientes mitocondriales dentro de los modelos de potencial de accion cardiaco
para ver si los resultados son representativos.

Todo ello constituye una tarea propia de la Ingenieria Biomédica y es objeto de este Trabajo Fin
de Grado. En efecto, entre las competencias especificas descritas en el titulo de Grado en
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Ingenieria Biomédica impartido por la Universidad Politécnica de Valencia aparece, en el nimero
14, la competencia siguiente:

“Capacidad de desarrollar, programar y aplicar métodos matematicos en el andlisis, la
modelizacién y la simulacién del funcionamiento de los seres vivos y de los sistemas y procesos
utilizados en biologia y medicina”

Entre otras capacidades asociadas a dicha titulacion, es precisamente la competencia 14 la que
justifica, por un lado, y se desarrolla, por otro, en el presente Trabajo Fin de Grado.
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CAPITULO 2. INTRODUCCION

2.1. EL CORAZON

2.1.1. Fisiologia cardiaca

El corazon es el ndcleo principal del sistema circulatorio, ya que es el encargado de bombear
sangre al resto de estructuras del organismo.

En cada latido el corazon expulsa por la arteria aorta una determinada cantidad de sangre
previamente oxigenada y, por diferentes ramificaciones, esta irriga al resto de células,
distribuyendo con ella el oxigeno y los nutrientes que se han obtenido de otras funciones
corporales, como la respiracion y la digestion, y que son necesarios para que el cuerpo humano
pueda desarrollar sus funciones vitales.

Cuando la sangre ha cedido el oxigeno y los nutrientes a las células del organismo, se vuelve a
recoger en las venas, que la devuelven de nuevo al corazén, cerrando asi el sistema de circulacién
sistémica, general o mayor.

Una vez en el corazdn, la sangre también recorre un sistema de circulacion pulmonar, saliendo
sin oxigenar de la parte derecha del corazén a los pulmones y volviendo oxigenada a la parte
izquierda para ser impulsada de nuevo al sistema de circulacion sistémica. De modo que se trata
de un circuito cerrado como se puede ver en la Figura 2.1.

CIRCULACION
PULMONAR

CIRCULACION
GENERAL O
MAYOR

el cuerpo

Figura 2.1. Circuitos de circulacion pulmonar y circulacion general o mayor. Fuente:
https://tucuerpohumano.com/c-sistema-circulatorio/circulacion-pulmonar/

Cuando el organismo necesita mas aporte de energia, el corazon responde a dicha necesidad
aumentando su trabajo y la frecuencia de bombeo.
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2.1.2. Anatomia cardiaca

Este 6rgano se ubica en el mediastino medio del térax y, en humanos, tiene un peso aproximado
del 0.4-0.45% del peso corporal total (Ballesteros, 2009). Estd apoyado sobre el diafragma,
rodeado por el esterndn por la parte delantera y por el es6fago, la aorta y la columna vertebral por
la parte trasera. A ambos lados de él se encuentran los pulmones.

Morfologia macroscopica interna

El corazén esta formado por cuatro cavidades: dos auriculas situadas en la parte superior del
corazon y dos ventriculos, situados en la parte inferior. Para distinguirlos se les denomina, segin
el lado en el que estén localizados, derecho o izquierdo.

Las auriculas y los ventriculos estan constituidos por tres capas: el epicardio o pericardio visceral
es la mas externa, de forma intermedia se halla la hoja interna 0 miocardio, que seria el tejido
muscular cardiaco propiamente dicho y, por Gltimo, se encuentra el endocardio, que recubre toda
la superficie interna del corazon y esta en contacto directo con el corazén. Ademas, rodeando todo
el corazon se encuentra el pericardio parietal, que transmite presiones de la cavidad torécica al
organo y lo aisla de las cavidades vecinas otorgando cierta proteccion. La gran diferencia a nivel
estructural de ambos tipos de cavidades es que los ventriculos tienen un grosor de la capa muscular
notablemente mayor al de las auriculas, siendo el ventriculo izquierdo a su vez, mucho méas grueso
que el derecho. Esto se debe a que los ventriculos, y mas concretamente el izquierdo, requieren
una capacidad de bombeo mayor que las otras cavidades.

En condiciones normales, las cavidades derechas no se comunican con las izquierdas porque estan
separadas por los tabiques interauricular e interventricular. Las auriculas y los ventriculos de cada
lado se comunican a través de unas estructuras Ilamadas valvulas auriculoventriculares (AV) que
permiten el paso de la sangre de la auricula al ventriculo, pero impiden su retorno. Entre la
auricula y el ventriculo derechos se encuentra la valvula tricispide y entre la auricula y el
ventriculo izquierdos, la valvula mitral.

Estas dos valvulas constan de un anillo que las sujeta al orificio existente entre ambas cavidades
y, a partir de este, surgen los velos, de cuyo borde salen unas cuerdas tendinosas que se insertan
en la musculatura del ventriculo, evitando que, cuando se cierren las valvulas, los velos se
prolapsen hacia las auriculas. Los ventriculos tienen diferentes masculos en su superficie
conocidos como papilares, que sirven de anclaje para las valvulas. La valvula tricispide tiene tres
velos y la valvula mitral, dos (Ballesteros, 2009).

Morfologia macroscopica externa

Como se puede observar en la Figura 2.2, el corazdn tiene forma de cono invertido con la punta,
Ilamada &pex, orientada al lado izquierdo.

Por un lado, los vasos sanguineos que llegan al corazon se llaman venas; las venas cavas son
aquellas que entran por la auricula derecha y las venas pulmonares las que lo hacen en la auricula
izquierda. Por otro lado, los vasos sanguineos que salen del corazon son las arterias; la que va del
ventriculo derecho a los pulmones es la arteria pulmonar y la que sale del ventriculo izquierdo es
la arteria aorta. Para evitar el retorno de la sangre de las arterias a los ventriculos, tenemos dos
valvulas semilunares. En la unién del ventriculo derecho y la arteria pulmonar se encuentra la
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valvula pulmonar, la cual esta separada de la valvula tricispide por una cresta pulmonar. Entre el

ventriculo derecho y la arteria aorta esta presente la valvula adrtica.

Vena cava
superior

pulmonar

Figura 2.2. Representacion anatdmica del corazon. Fuente: https://www.texasheart.org/heart-

health/heart-information-center/topics/anatomia-del-corazon/

Ademas, en la superficie cardiaca se encuentran las arterias y venas que irrigan el propio 6rgano
y que se conocen como arterias y venas coronarias. Las arterias coronarias nacen en la aorta y
llevan sangre oxigenada al miocardio, en la Figura 2.3. podemos ver sus recorridos. La arteria
coronaria derecha tiene diferentes ramas; primero va por la superficie externa de la cara anterior
y después da la vuelta en el borde derecho para llegar a la pared posterior, descendiendo en la
cara media hasta alcanzar el 4pex. Respecto a la parte izquierda, la arteria coronaria izquierda se
divide en la arteria coronaria descendente anterior, que irriga la superficie anterior hasta llegar al
apex, y en la arteria coronaria circunfleja, que se localiza entre la auricula y el ventriculo
izquierdo, irrigando las paredes anterior y lateral del ventriculo. Las venas coronarias devuelven
la sangre no oxigenada al seno coronario, que desemboca en la auricula derecha (Ballesteros,

2009).

Rama para el

nodo sinoauricular Arteria coronaria

principal izquierda

Rama auricular Arteria circunfleja

anterior derecha de

~ v
la arteria coronaria X = — Arteria descendente
derecha / &y anterior izquierda

Arteria coronaria
derecha

de la arteria
coronaria derecha

Figura 2.3. Arbol de arterias coronarias. Fuente:
https://www.msdmanuals.com/es/professional/trastornos-cardiovasculares/enfermedad-
coronaria/revisi%C3%B3n-de-la-enfermedad-coronaria
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Anatomia microscépica

El corazon estd formado por dos tipos de fibras musculares: fibras del musculo cardiaco vy fibras
musculares especializadas.

Los movimientos de contraccion son producidos gracias a que la pared del corazon esta formada
por miocardio, tejido muscular cardiaco formado por células musculares mononucleadas llamadas
miocitos cardiacos o cardiomiocitos. Las células cardiacas se ramifican y forman una red
tridimensional de fibras musculares estriadas méas cortas y menos circulares que las del musculo
esquelético. Estas fibras se conectan con las de alrededor mediante los engrosamientos
transversales de la membrana celular, llamados discos intercalares, que contienen uniones
intercelulares que permiten la conduccion de potenciales de accion de una fibra muscular a otra
de forma sincronizada, permitiendo una correcta contraccion (Tortosa, 2015).

Los cardiomiocitos tienen en su interior las proteinas responsables de la contraccion y la
relajacion: la actina (filamentos finos) y la miosina (filamentos gruesos). Ademas, tienen un
sistema de tubuladura que permite gue el calcio pueda llegar rapidamente a cada fibrilla muscular,
cosa que es de interés ya que el calcio el responsable de iniciar la contraccion y la relajacion como
se verd en el siguiente apartado 2.2. (Rubira, 2009).

Cabe afiadir que los filamentos finos, como se ve en la Figura 2.4, ademas de por actina, también
estan formados por tropomiosina, que se une a la actina y a la troponina, y troponina. Esta Gltima
esta formada por tres subunidades: troponina T (TnT) que se une a la tropomiosina, troponina |
(Tnl) que se une a la actina y bloquea sus centros de union la miosina y la troponina C (TnC) que
tiene un terminal amino y otrocarboxilo, en cada uno de los cuales existen dos puntos de union
de Ca?*. (Montero & Campos, 2006)

actina

@
TCI tropomiosina

troponina

Figura 2.4. Representacion de los componentes de los filamentos finos. Fuente: modificado de
http://www.facmed.unam.mx/Libro-NeuroFisio/10-Sistema%?20Motor/10a-
Movimiento/Textos/MuscAnatomia.html

Por otra parte, en el corazon también se encuentran las fibras musculares especializadas, que son
excitadores y conductoras. Tienen poca capacidad contractil porque no tienen miosina y actina en
su interior, pero se encargan de la generacién y conduccion de los impulsos eléctricos cardiacos,
regulando la velocidad y la intensidad de latido.

2.1.3. El ciclo cardiaco: el corazdon como bomba

Para poder realizar su funcion, bombear la sangre, el corazén experimenta dos movimientos en
cada ciclo cardiaco: diastole y sistole.
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Como se observa en la Figura 2.5., la diastole es el periodo del ciclo en el que los ventriculos
estan relajados vy, al estar las valvulas auriculoventriculares abiertas, se llenan de sangre. Un 70%
del volumen que llega a estas cavidades lo hace de forma pasiva y el 30% restante llega de forma
activa por el impulso que realizan las auriculas cuando se contraen. Para que la sangre no salga,
en esta etapa las valvulas semilunares se encuentran cerradas (Rubira, 2009). En la sistole los
ventriculos se contraen y eyectan la sangre que contienen hacia las arterias que emergen de ellos.
Para ello, las valvulas semilunares se abren y las auriculoventriculares se cierran.

Sistole

Diastole

Figura 2.5. Movimientos de diastole y sistole del ciclo cardiaco. Fuente:
https://www.texasheart.org/heart-health/heart-information-center/topics/el-latido-cardiaco/

Estos dos movimiento son el resultado de la sucesion de diferentes fendmenos eléctricos y
mecanicos, asi como del cambio de flujo, presién y volumen de sangre que se producen en cada
latido. Considerando que el ciclo cardiaco en un individuo sano dura aproximadamente 800 ms,
500 ms corresponderian a la fase de diastole y 300 ms a la de sistole (Tamargo & Delp6n, 2010).

En la Figura 2.6. se muestra representados los diferentes cambio de presion y volumen que sufre
la auriculay el ventriculo izquierdos durante el ciclo cardiaco. Podemos ver 5 fases diferenciadas:

1. Contraccion isovolumétrica (diastole auricular y sistole ventricular): el ventriculo se ha
llenado de sangre proveniente de la auricula y el volumen ventricular esta al maximo.
Cuando la valvula AV se cierra, la presion ventriculo aumenta y es mayor que la de la
aorta, cosa que hara que la sangre tienda a salir de él hacia zonas con menor presién, pero
adn no puede porque no se ha abierto la valvula semilunar.

2. Eyeccion (diastole auricular y sistole ventricular): cuando se alcanzan los 80 mmHg de
presion, se abre la valvula adrtica y la sangre es expulsada hacia la aorta con una presion
aproximada de 120 mmHg. EI volumen ventricular desciende.

3. Relajacion isovolumétrica (diastole auricular y diastole ventricular): cuando empieza a
salir la sangre del ventriculo la presién desciende y cuando lo hace por debajo de los 80
mmHg, las valvulas semilunares se cierran. Entonces, la presion ventricular se ve
disminuida alin mas hasta alcanzar los 0 mmHg, pero manteniendo un volumen
ventricular minimo cerca de 50 mL.

4. Llenado répido (diastole auricular y diéstole ventricular): cuando la presion ventricular
car por debajo de la auricular, se abren las valvulas AV permitiendo el paso de la sangre.
Esta fase corresponderia al llenado pasivo comentado anteriormente, por lo que al
ventriculo llegaria un 70% de la sangre localizada en la auricula.

5. Llenado activo o didstasis (sistole auricular y diastole ventricular): como ya no hay
cambio de presion, la eyeccion del 30% de la sangre restante se produce por la contraccion
de la auricula.
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Figura 2.6. Representacion gréfica de los cambios de presion y volumen durante las fases de sistole y
diastole en auricula y ventriculo izquierdo, ECG y fonocardiograma. Fuente:
https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=1858&sectionid=134366501

Respecto al volumen, el volumen total que pueden almacenar los ventriculos se conoce como
volumen diastélico final y es de aproximadamente 130 mL. El volumen sistélico es el volumen
de sangre que expulsa el ventriculo en cada latido y el volumen sist6lico residual, el que se queda
almacenado en el corazon sin expulsar. La relacion es de 80 y 50 mL, respectivamente. Una
fraccion de eyeccion menor al 50%, se considera insuficiencia cardiaca.

Fraccién de eyeccién = Volumen SiStéliCO/Volumen diastélico (1)

El corazon como bomba

La sangre tiene una densidad de 1.04 g/cm?, que es muy similar a la del agua (1.00 m/cm?3). Por
lo tanto, podemos considerar el sistema circulatorio como un sistema hidréulico, siendo las venas
y arterias, mangueras.

La presion del sistema varia en todo el recorrido y la gravedad tiene un papel importante. Se sabe
que cuando un liquido esta en movimiento a través de un tubo recto de forma ritmica, el flujo sera
laminar, como un conjunto de ld&minas concéntricas deslizandose, donde la que se encuentra en el
centro tendra la mayor velocidad e ird disminuyendo a medida que las I&minas se acercan més al
tubo.
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Para que el liquido, en este caso la sangre, pueda vencer la friccion interna de una capa sobre otra
y viajar por el tubo, en este caso el vaso sanguineo, se debe de cumplir la expresion:

V-d
Re > — 2
e> (2)

Siendo Re el nimero de Reynold, d el didmetro del vaso sanguineo, V la velocidad de la sangre
y n su viscosidad (Pifia Barba, 2006).

2.1.4. Propiedades eléctricas: el origen del latido cardiaco

Los movimientos mecénicos necesarios para el ciclo cardiaco son realizados gracias a la actividad
eléctrica del corazén. El corazon posee un sistema productor de impulsos eléctricos que hace que
las células se contraigan y se produzca el ritmo cardiaco. El sistema de conduccion cardiaco
garantiza la contraccion coordinada de las cavidades cardiacas, por lo que es el que permite al
corazdn actuar como bomba. Cada latido corresponde a una contraccion y la frecuencia cardiaca
normal es de 60 a 100 latidos por minuto. Si esta disminuye por debajo de 60, el sujeto padecera
bradicardia y, si aumenta por encima de 100, taquicardia. Hay taquicardias o bradicardias tanto
fisioldgicas como patoldgicas.

Este sistema estd compuesto por cuatro elementos: el noédulo sinusal, el nédulo
auriculoventricular, el haz de His y el sistema de fibras Purkinje, que se pueden observar en la
Figura 2.7.

Nédulo sinusal Haz de His

Tractos
intemodales

Nodulo
auriculoventricular

Fibras de
Purkinje

Figura 2.7. Esquema del sistema de conduccidn cardiaco. Fuente:
http://www.electrocardiografia.es/a_electrica.html

Los impulsos eléctricos se originan en el nddulo sinusal o sinoauricular (SA), que esta situado en
la pared de la auricula derecha, donde se une con la cava superior, y se propagan por las fibras
miocardicas de las auriculas a una velocidad aproximada de 0.3 m/s. Su funcion es decidir cudndo
debe de contraerse el corazén y marca el ritmo cardiaco porque es el que posee la frecuencia de
latido mayor, unos 70 latidos por minuto (Ipm). Los impulsos de las células musculares cardiacas
de ambas auriculas convergen en el nddulo auriculoventricular (AV), que estad conectado al
nodulo sinusal a través de 3 tractos intermodales: anterior, medio y posterior E nédulo AV se
localiza en el tabique interauricular y su funcion es actuar de filtro si vienen mas impulsos
eléctricos de los necesarios 0 enviar sus propios impulsos eléctricos si no llega ninguno, su
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frecuencia de impulsos es de 40-60 Ipm. La velocidad de propagacion en este nédulo es de 0.05
m/s y, al ser mas lenta que en el nédulo SA, da lugar a un retraso en el avance de la activacion
que permite que se llene el ventriculo durante la contraccién auricular. A continuacién, través del
haz de His, que se divide en la rama derecha y la rama izquierda en su paso por el tabique
interventricular, se distribuyen los impulsos a los ventriculos. En caso de ser necesario, es capaz
de generar pulsos a 25-40 Ipm. Por ultimo, las células de Purkinje conducen rapidamente el
potencial de accion a través de todo el miocardio ventricular a una velocidad de entre 1y 4 m/s
(“Electrocardiografia.es.,” n.d.).

Cuando las células cardiacas reciben la sefial de activacion, generan dipolos eléctricos y se
despolarizan. Cuando, después de la contraccion, vuelven al estado de reposo, se repolarizan. Los
dipolos eléctricos generados son los que se registran en el ECG, que permite realizar un
diagnostico exhaustivo del estado electrofisioldgico del corazén.

Como se muestra en la Figura 2.8., el electrocardiograma de un corazon sano consta de diferentes
ondas indicadoras de la despolarizacion y repolarizacion de las diferentes estructuras del corazon.

e Onda P: despolarizacion auricular

e Segmento PQ: meseta auricular mientras los ventriculos alin estan en reposo

o Complejo QRS: despolarizacién ventricular y repolarizacion auricular

e Segmento ST: meseta ventricular mientras auriculas ya han repolarizado

e Onda T: repolarizacién ventricular

e Onda U: no aparece siempre y se relaciona con una lenta repolarizacion de las fibras de
Purkinje o una repolarizacién de los musculos papilares del interior de los ventriculos.
Puede ser basal y fisiologica o asociada a una patologia.

Potenciales
de accion

A" Auricula
,_Nodo A-V‘_‘,,J

Electrocardiograma AP'*
I

[
[

| Toad |
\ars |

Figura 2.8. Relacion de la despolarizacion y repolarizacion de las diferentes zonas del corazon con el
ECG. Fuente: https://es.slideshare.net/negritalarcon/ecg-bsico-4651839
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2.2. LA MEMBRANA CELULAR CARDIACA

2.2.1. Mecanismos de transporte

La membrana celular es una doble capa de lipidos, plana, curvada, flexible y de unos 80 A. Se
podria considerar un condensador porque separa dos medios eléctricos y tiene una capacidad
eléctrica elevada (1 pF/cm?).

Es una membrana semipermeable que permite el flujo de diferentes particulas quimicas con carga
(iones). Un ion es una molécula hidrofilica inmiscible en los lipidos de la membrana y para poder
atravesarla necesitan mecanismos de transporte especificos. Estos mecanismos se dividen en dos
grupos: mecanismos pasivos (canales idnicos, intercambiadores y cotransportadores) y
mecanismos activos (bombas).

Canales i6nicos

Los canales ionicos de la membrana celular son proteinas con poros hidrofilicos que presentan
selectividad ionica, por lo que controlan qué iones dejan pasar. Los canales i6nicos que tienen un
papel importante en el PA cardiaco son los canales de sodio, los canales de potasio, los canales
de calcio y los canales de cloro.

Estas estructuras permiten el paso de iones a una velocidad superior a los otros sistemas biol6gicos
y el flujo de iones de cada canal se mide con una corriente eléctrica que puede hacer cambiar el
potencial de membrana.

Ademas, las proteinas del canal pueden adoptar diferentes estados conformacionales en respuesta
a un estimulo. EIl estimulo suele ser el potencial de membrana y se Ilamaran canales voltaje-
dependientes; sin embargo, también pueden ser ligando-dependientes donde su estado de
conformacion dependera de que se le una o no algin ligando o pueden cambiar de estado
conformacional por fuerzas mecénicas.

El estado conformacional viene definido por las llamadas compuertas de activacién e
inactivacién. Cada canal puede tener, 0 no, una o varias compuertas de cada tipo. En el caso de
los canales voltaje-dependientes, la probabilidad de apertura de las compuertas de activacion
aumenta con el voltaje y la probabilidad de apertura de las compuertas de inactivacién disminuye
con el voltaje como se muestra en la siguiente figura:

inact

Figura 2.9. Probabilidades de apertura de las diferentes compuertas. Fuente: (Ferrero, 2017)

Ademés, los canales voltaje-dependientes presentan tres estados conformacionales: abierto
(conductor), en reposo e inactivo (no-conductores). En la Figura 2.10. se pueden observar los tres.
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En el estado abierto el voltaje es lo suficiente alta como para abrir las compuertas de activacion,
pero aun no ha llegado a cerrar las de inactivacion. En el estado cerrado nos encontramos ante un
voltaje bajo que no ha conseguido abrir las compuertas de activacién. Por ultimo, en el estado
inactivo el voltaje es alto y ha conseguido abrir las compuertas de activacion, pero también ha
conseguido cerrar las de inactivacion. En este Gltimo caso, para abrir el canal habria que disminuir
el voltaje para abrir las de inactivacién y cerrar las de activacion y volver a aumentarlo para abrir
de nuevo estas ultimas.

|| | | | |
™~ ™~

Abierto Cerrado / En reposo Inactivo

Figura 2.10. Estados conformacionales de un canal con puertas de activacion e inactivacién voltaje
dependientes. Fuente: elaboracidon propia.

Cuando el canal esté abierto, habra dos tipos de corrientes. Por una parte se tiene las corrientes de
difusién, que tienden a mover los iones de donde hay méas concentracion hacia donde hay menos.
Por otra parte, estan las corrientes por campo eléctrico, que mueven los iones en funcién de su
carga; las cargas positivas iran hacia zonas negativas y, las cargas negativas, hacia zonas positivas.

En la Figura 2.11. encontramos los gradientes de ambos tipos de corrientes para los iones mas
caracteristicos.

a)
=18 [Na'],= 140 = [CT]e= 115

s [K*], = 145
b) ‘ )
[Ca™],~ 1.8 [Na®],= 140  [xl=4 [CI].= 115
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Figura 2.11. Gradientes de difusién y campo eléctrico en canales abiertos de calcio, sodio, potasio y
cloro de la membrana celular cardiaca para: a) un medio intracelular mas negativo que el extracelular y
b) un medio intracelular mas negativo que el extracelular. Fuente: modificado de (Ferrero, 2017)
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Hay que tener en cuenta que el gradiente de campo eléctrico variara en funcion de la polaridad de
los dos medios, por eso encontramos una diferencia de gradientes de campo eléctrico entre la
Figura 2.11. a) donde el medio intracelular es mas negativo y la b), donde es méas negativo el
extracelular. En el primer caso, el calcio, el sodio y el potasio tenderan a entrar, ya que son iones
positivos y el cloro tenderd a salir porque es un ion negativo. En el segundo caso, al invertirse la
polaridad, seré al contrario.

Para el caso de las concentraciones, aunque haya transporte de iones, en general, se mantiene que
la concentracion extracelular de calcio, sodio y cloro es mayor que la intracelular y la
concentracion intracelular de potasio es mayor que la extracelular.

Intercambiadores

Los intercambiadores idnicos, como su nombre indica, realizan un intercambio de iones entre los
dos medios, el intracelular y el extracelular. En este caso se encuentra el intercambiador Sodio-
Calcio que saca un ion de calcio de la célula por cada tres de sodio gque introduce; no requiere de
energia porque aprovecha el gradiente favorable del Na* para sacar el Ca%" y es el mecanismo
bésico de extraccion de calcio. También esta el intercambiador Sodio-Protones, que introduce un
ion de sodio a costa de sacar un proton y se emplea para regular el pH.

Cotransportadores

Son mecanismos de transporte en los que un ion tiende a salir de forma pasiva y a arrastra con él
a otros iones. En este caso se tiene el cotransportador Cloro-Potasio, donde el potasio tiende a
salir por difusion y arrastra con él a un ion de cloro. No requiere de energia porque aprovecha el
gradiente favorable del K* y es el mecanismo basico de extraccion de cloro.

Bombas

Las bombas son mecanismos de transporte activo, lo que significa que requieren energia (ATP)
para realizar el transporte, ya que es un movimiento en contra del gradiente de difusion o del
campo eléctrico. Puede ser una bomba intercambiadora, como en el caso de la bomba Sodio-
Potasio donde por cada dos iones de potasio que entran salen tres de sodio; 0 bombas de s6lo un
ion como la bomba de calcio, que se encarga de sacar calcio del interior de la célula al exterior.

En la Figura 2.12. se pueden ver representados los Ultimos tres mecanismos de transporte
mencionados.

Bomba Cotransportador
Na/K K/Cl

Inrercambia&or
Na/Ca

Bomba Ca Intercambiador Na/H

Medio INTRACELULAR

I Ca

Figura 2.12. Intercambiadores, cotransportador y bombas de la membrana celular cardiaca. Fuente:
modificado de (Ferrero, 2017)
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2.2.2. Potencial de accion cardiaco

Las celulas excitables, como los cardiomiocitos, son aquellas capaces de generar un potencial de
accion cuando reciben un estimulo.

En reposo, la membrana celular miocérdica se encuentra cargada positivamente en el exterior y
negativamente en el interior, con una diferencia de potencial entre ambos de -85 mV. Esa
diferencia de potencial es el potencial de membrana de reposo.

Vn=Vi—Ve (3)

Donde, Vm, Vi y Ve hacen referencia al potencial de membrana, al potencial intracelular y al
potencial extracelular, respectivamente.

En la Figura 2.13. quedan representados los diferentes tipos de canales iénicos que encontramos
en las células cardiacas y como contribuye cada uno de ellos en el potencial de accion cardiaco,
que tiene una duracion entre 150 y 300 ms. En este proceso quedan definidas 5 fases bien
diferenciadas:

Fase 0 -DESPOLARIZACION. Cuando un cardiomiocito parte del reposo y recibe un estimulo,
aumenta su potencial de membrana y, si lo hace lo suficiente para alcanzar cierto
potencial umbral en torno a los -60 mV, se empiezan a abrir las puertas de activacion de
algunos canales de sodio voltaje-dependientes Ina, que tienen tres puertas de activacion y
dos de inactivacion. Da comienzo asi el periodo de despolarizacion. Cuando se abren los
primeros canales, empieza a entrar Na* por difusion, que hace aumentar el potencial
intracelular y, por tanto, también el potencial de membrana. Cuando dicho potencial
alcanza los -40 mV hace que abran sus compuertas de activacion los canales de calcio
tipo L (lca), que tienen una compuerta de activacion y otra de inactivacién y también
empieza a entrar por difusion. La despolarizacion en los cardiomiocitos se produce en
poco tiempo porque las puertas de activacion de los canales de sodio son muy rapidas, de
ahi la gran pendiente de la recta que eleva el voltaje hasta 20 mV.

Fase 1 -ESPIGA. Tras la rapida entrada de Na*y su respectivo aumento del potencial de
membrana, las compuertas de inactivacion de los canales de sodio se cierran y la salida
de K* por difusion a través los canales l,, que tienen una puerta de activacion y otra de
inactivacién, provocan una repolarizacién corta y rapida.

Fase 2 -MESETA. En principio, esto haria que empezara a disminuir el potencial de membrana,
pero como las puertas de inactivacion de los canales de calcio son muy lentas, hay un
periodo breve en el que compite la entrada de Ca?* con la salida de K* y el potencial de
membrana se queda estable.

Fase 3 -REPOLARIZACION. Cuando las puertas de inactivacion de los canales de calcio
consiguen cerrarse, el potencial de membrana comienza a disminuir por la salida de K*.
En primer lugar, lo hace por los canales Ik que, al tener solamente dos compuertas de
activacion, se encuentran abiertos y se van cerrando conforme disminuye el potencial. A
continuacion, sale también por los canales ls, que son iguales que 1os Iy, pero més lentos.
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Fase 4 - REPOSO. Por ultimo, cuando, a causa de la salida de K*, el potencial ha disminuido lo
suficiente como para cerrar las compuertas de activacién de estos canales, los iones de
K* salen por el canal I« que no tiene compuertas, y el potencial continda disminuyendo
hasta alcanzar de nuevo el reposo en -85 mV, que sera el potencial de reposo del K*.

Fase1 = Ca”') Fase2
lto ICaL
— |
A
OV i sanssanunabenisuananidanurt A —
" \ I Fase 3
K Kr
Fase 0 |
K) s
N ) c— i
85V INa l { Fase 4
K Ik

Figura 2.13. Esquema de las diferentes fases que conforman el potencial de accién de una célula
cardiaca con sus correspondientes canales idnicos responsables. Fuente: modificado de
https://www.itaca.edu.es/potencial-accion-cardiaco.htm

Trasmision del potencial de accién

Cuando una célula es excitada, el impuso es trasmitido a su célula vecina a través de los discos
intercalares que poseen los cardiomiocitos. Cuando el potencial de membrana aumenta en la
despolarizacion y cambia la polaridad de la célula, los iones positivos tenderan a ir hacia el
citoplasma de la célula vecina porgue tiene un menor potencial. Este movimiento es suficiente
para elevar el potencial de membrana de la célula vecina hasta el potencial umbral y se de dispare
también en ella el potencial de accion.

Después de la fase de repolarizacién hay un periodo conocido como periodo refractario en el que
la célula no es capaz de excitarse, por lo que no es posible desencadenar un segundo potencial de
accion aunqgue llegue a la célula un nuevo estimulo. Dura entre 250 y 300 ms en ventriculo y 150
ms en auricula. (Ramirez, 2009) Este periodo se divide a su vez en dos fases: periodo refractario
absoluto, en el que bajo ningln concepto la célula conseguira excitarse, y el periodo refractario
relativo, en el que la célula si podria llegar a ser excitada, pero necesitaria un estimulo intenso.
Después de este periodo, se vuelve de nuevo al estado de reposo.

Potencial de equilibrio

Es el potencial de membrana que deberia existir para que un ion estuviese en equilibrio con una
corriente neta nula, es decir, que el ion no tienda a cambiar de un medio a otro. Segin la Ley de
Nernst este seria;
E.= &T, ln(&) (4)
s zs' F [S];
Siendo R la constante de los gases ideales, T la temperatura en K, zs la carga del ion, F la constante
de Faraday y [S]e y [S]i las concentraciones extracelulares e intracelulares de ion,
respectivamente.
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Cada ion tiene un potencial de equilibrio diferente. El potencial de membrana en equilibrio
corresponderia al potencial de reposo del potasio (-90 mV), el caso del sodio es de 70 mV, para
el calcio sube a 125 mV y el del cloro es de -55 mV.

2.2.3. Modelo eléctrico de una célula

Como se ha visto en el apartado 2.2.1., la membrana celular tiene diferentes elementos que la
atraviesan y permiten el paso de diferentes corrientes ionicas. Todos ellos tienen una cara que da
al medio intracelular y otra que da al medio extracelular y se pueden modelar como un circuito
eléctrico tal como se muestra en la Figura 2.14.

medio intracelular

o)
I:l I l -+
9 see see

—_— Vv

ES
Istim —
0

medio extracelular

Figura 2.14. Modelo eléctrico de una célula. Fuente: modificado de (Ferrero, 2017)

En primer lugar, se tiene la membrana celular representada como un condensador de capacidad
Cm, los canales ionicos representados por una impedancia gs y una fuente de alimentacién Es que
corresponde al potencial de reposo del ion definido en la ecuacién (4) y, por ultimo, las bombas,
intercambiadores y cotransportadores definidos por una fuente de corriente lp. Ademas, se tiene
lstim que es la corriente de estimulacion externa.

Segun la primera ley de Kirchhoff, la suma de la corriente que pasa por el condensador (l¢), la
suma de las corrientes que pasan por los canales i6nicos (ls), la suma de las corrientes de las
bombas, intercambiadores y cotransportadores (l,) y la corriente de estimulacién externa (lstim)
debe ser igual a cero.

Io+ Ig+ Iy + I = 0 (5)
Considerando que:
I, =Cm- 22 (6)
Iy =g, (v, —E) (7)
Siendo:
9sWm, t) = Ns - ¥s () - fs (v, £) (8)

Donde N; es el nimero de canales de la familia, y, la conductancia unitaria (pS) y f; la fraccion
de canales abiertos en tanto por uno o probabilidad de apertura del canal.

De (5), (6), (7) y (8) se obtiene que:

Cm'ddL;n‘{'ng'(vm_Es)‘{'z1b+[stim:0 (9)
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2.3. HOMEOSTASIS DEL CALCIO INTRACELULAR

2.3.1. El ion calcio

El calcio tiene un papel fundamental dentro de la funcion cardiaca y, mas concretamente, en la
contraccion de la fibra muscular. La entrada de calcio a la célula actia directamente sobre la
fuerza de contraccién miocérdica porque es un cofactor para la enzima ATPasa de las miofibrillas.
También regula enzimas de vias metabdlicas importantes y por ello se le conoce como “el segundo
mensajero”.

Sin embargo, si se llega a acumular demasiado calcio en el citosol, puede desencadenar efectos
adversos que pueden ir desde la formacion de cristales con radicales tales como el fosfato, a la
desintegracion de los microtibulos (Velandia, Garavito, Caldas, & Hurtado, 2014). Por eso es
importante que las células posean mecanismos de regulacion del calcio intracelular.

2.3.2. Proceso de contraccién

El calcio puede entrar al citoplasma desde el exterior a través de mecanismos de transporte activos
0 pasivos o puede ser liberado desde el interior de la propia célula por organulos o depésitos.

Durante la fase de meseta del PA, los iones de Ca?* comienzan a entrar a la célula por los canales
i6nicos lca. situados en la membrana celular. La cantidad de iones de Ca?* que entra por este canal
no es suficiente para llevar a cabo la contraccion celular, pero esos iones son usados como ligando
para los canales de calcio del reticulo sarcoplasmico (RS), que posee un reservorio de calcio
dentro de la célula. Este proceso es conocido como Calcium Induced Calcium Released que quiere
decir que la liberacidn de calcio es inducida por calcio.

El RS posee una serie de canales, conocidos como RyR, que tienen una compuerta de activacion
ligando-dependiente. Estos canales se abren cuando se une a ellos los iones de Ca?* que han
entrado del medio extracelular. Los canales RyR se sittan préximos a los canales lca. formando
unas unidades funcionales de 100 canales RyR y 25 canales Ica.. Estas unidades se conocen con
el nombre de “couplon” (Montero & Campos, 2006). Cuando se abren estos canales, el calcio que
se encuentra almacenado en el interior del RS sale y se libera alrededor de ImM/L de Ca** al
citoplasma. Esta cantidad de calcio ya es suficiente para iniciar el proceso de contraccion.

El Ca2+ liberado se une a la TnC provocando un desplazamiento de la tropomiosina que deja al
descubierto los sitios de la actina a los que busca unirse la miosina tal como se muestra en la
Figura 2.15.

Tnl bl — sitio de union de la miosina
n n -
5 'oquea ”o £ expuesto por la union de
sitio de union :
calcioala TnC

2+
actina &)
<

-Ca?*

Figura 2.15. Representacion del proceso de liberacién de los sitios de union actina-miosina por la
incorporacion de iones Ca?*. Fuente: modificado de http://www.facmed.unam.mx/Libro-NeuroFisio/10-
Sistema%20Motor/10a-Movimiento/Textos/MuscAnatomia.html
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Asi comienza el ciclo de puentes cruzados representado en la Figura 2.16. y que consta de 6 pasos
(Montero & Campos, 2006).

1. En estado de reposo, la cabeza de miosina del filamento grueso tiene una molécula de
ADP y una molécula de fosfato.

2. Cuando se liberan los sitios de unién de la actina, tal como esté representado en la figura

anterior, las cabezas de miosina se unen a dichos sitios de unién para formar puentes

cruzados.

La molécula de fosfato es liberada y se produce un cambio conformacional en la miosina.

4. La cabeza de miosina tiene almacenada la energia quimica necesaria para que los dos
miofilamentos se deslicen uno sobre otro y, a medida que avanzan, las moléculas de ADP
son liberadas.

5. Nuevas moléculas de ATP llegan para unirse a las cabezas de miosina, rompiendo el
enlace que mantenia con la actina.

6. Las miofibrillas recuperan su posicién inicial (relajacion muscular) y las moléculas de
ATP unidas a la miosina se descomponen en ADP y fosfato. La energia liberada en esa
reaccion se almacena en la cabeza de la miosina para ser utilizada en un nuevo ciclo
cuando aparezcan de nuevo iones de Ca?* que se unan a la TnC.

w

@@ Fibra en reposo; el puente
cruzado no esta fijo a actina

(® EI ATP se hidroliza y Filamento
el fosfato seune a la delgado
miosina, lo que hace que g ADP

)
P

el puente cruzado regrese
a su orientacién original  Cabeza
& Puente cruzado

de miosina

Filamento grueso @) El puente cruzado
se une a la actina
.
-
ATP ‘,
() Un nuevo ATP se une a la cabeza @) Se libera P, desde la cabeza de
de miosina, lo que permite miosina, lo que causa un cambio
que se libere desde la actina conformacional en la miosina

@ EI golpe de energia hace
que los filamentos se
deslicen; se libera ADP

Figura 2.16. Representacion del ciclo de puentes cruzados que se lleva a cabo entre los filamentos
delgados y gruesos de los cardiomiocitos. Fuente: https://tustareas.lat/index.php/bioclogia/item/4558-
ciclo-de-puente-cruzado-y-desglose-atp
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Para poder volver al estado de relajacion muscular, la concentracién citosélica de Ca?* debe
disminuir haciendo que la Tnl cubra de nuevo los sitios de unién de la actina. Para reducir dicha
concentracion se tienen dos vias: la absorcion por parte de los organulos de la célula o la expulsion
al medio extracelular.

Parte del calcio es impulsado de nuevo al interior del RS mediante la Ca?*-ATPasa (bomba)
situada en la membrana del reticulo y que tiene el nombre de bomba SERCA. Otra parte sale de
la célula por la Ca?*-ATPasa situada en la membrana celular y el intercambiador 3Na*/1Ca?*.

2.3.3. Mecanismos de regulacion

Por lo tanto, los principales mecanismos de regulacién de la concentracion de calcio intracelular,
tal como se muestran en la Figura 2.17., serian:

En la membrana celular
v' Canales lca

Estos canales se encuentran localizados en la membrana celular cardiaca, con mayor
concentracion en los tabulos T, y tienen dos compuertas voltaje-dependientes (una de activacion
y otra de inactivacién) y una compuerta ligando-dependiente (de inactivacion). Estas compuertas
se abren durante la fase de despolarizacién del potencial de accion y permiten la entrada de calcio
hasta que las de inactivacion se cierran; una porque ha aumentado el potencial de membrana y
otra porque ha aumentado la concentracion de Ca?*, que es el ligando que hace que se cierre.
Como se ha comentado anteriormente, este calcio entrante es el que servird como ligando para
abrir los canales del reticulo sarcoplasmico.

v Bomba Ca?*-ATPasa de la membrana

Al ser un mecanismo de transporte activo, requerira aporte de energia. Su actividad es dada por
la concentracién de calcio en el citoplasma y la hidr6lisis del ATP. La proteina encargada de
regular la actividad de esta bomba se llama ATPasa de calcio y es una enzima hidrolitica
transmembranal de tipo P porque contiene un residuo aspartil y a él se une el fosfato generado en
la hidrdlisis del ATP. De este modo se crea un intermediario fosforilado que aporta la energia
suficiente para los cambios de conformacion de la bomba (Velandia et al., 2014).

v Intercambiador 3Na*/1Ca?*" (NCX)

Este mecanismo de transporte pasivo consiste en un intercambio en el que, por cada tres iones de
Na* que se introducen, se expulsa uno de Ca?* aprovechando la energia electroquimica que se
genera por el flujo a favor del gradiente de concentracion de Na*.

Hay tres isoformas de la bomba derivadas de tres genes diferentes y la que esta presente en el
musculo cardiaco es la NCX1. Su funcién esta regulada por una gran variedad de factores de
activacion y de inhibicion, tanto intracelular como extracelulares (Kim et al., 2012).
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En el reticulo sarcoplasmico
v' Canales RyR

Se trata de los principales liberadores del calcio, que se encuentra almacenado en el interior del
RS. Como se ha mencionado anteriormente, se activan por los iones que entran por los canales de
calcio tipo L de la membrana celular durante la fase 2 del potencial de accion (meseta), que actdan
como ligandos e inician el proceso también comentado anteriormente y conocido como Calcium
Induced Calcium Released.

Ademas, también se ha demostrado que cambios en el potencial de membrana también pueden
causar la apertura de estos canales en ausencia de Ca?* extracelular mientras se lleva a cabo el
proceso de acoplamiento excitacion-contraccion (Rios & Brum, 1987).

v' Bomba Ca?*-ATPasa (SERCA) del RS

Esta bomba es practicamente homéloga a la Bomba Ca?*-ATPasa de la membrana plasmatica de
la célula, con la diferencia que aqui el calcio captado del citoplasma se libera en el lumen del
reticulo sarcoplasmico para su almacenamiento. En este caso, la actividad de la bomba SERCA
esta regulada por una proteina de membrana conocida como fosfolamban (PLB) que inhibe a la
bomba cuando esté desfosforilada. (Espinoza-Fonseca, Autry, Ramirez-Salinas, & Thomas, 2015)

Canales de calcio tipo L

v
(ool || )

Despolarizacion
©o0o0

e Intercambiador NCX \ J |
@ —6—po @
@ Canal RyR @
3 og
e Contraccion o

— Reticulo sarcoplasmico
K, O SERCA

CARDIOMIOCD

Bomba Ca?*-ATPasa

Figura 2.17. Principales mecanismos de regulacion de calcio intracelular. Fuente: modificado de
http://www.pathophys.org/physiology-of-cardiac-conduction-and-contractility/cicr/

Tampones o buffers de calcio

Los tampones de calcio intracelular también tienen un papel importante dentro de la regulacién
de la concentracion de este ion en el interior celular. Se trata de unas proteinas que se unen a
grandes cantidades calcio libre y lo tamponan evitando que formen precipitados insolubles de
fosfatos calcicos y permitiendo su movilizacion cuando se activan los mecanismos de liberacion.
La camodulina y la calreticulina actlan como depésito de calcio citosélico, la troponina-C
tampona el calcio del citoplasma en cada contraccion y la calsequestrina tampona el calcio en el
RS. La proporcion entre calcio libre intracelular y calcio tamponado intracelular es del orden de
1:100 (Molina, 2010).
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2.3.4. El papel de las mitocondrias

En los afios 60, el bioguimico estadounidense Albert L. Lehninger descubrié que las mitocondrias
almacenaban calcio en forma de precipitados de fosfato célcico (Lehninger, Rosi, & Greenwalt,
1963).

Las mitocondrias captan Ca?" del citosol durante la estimulacion celular y pueden llegar a
acumular hasta 1 mM dentro de la matriz mitocondrial. Sin embargo, cuando termina la
estimulacidn, este calcio es liberado para volver al nivel de reposo, que es una concentracién muy
baja (de la Fuente, Fonteriz, de la Cruz, Montero, & Alvarez, 2012).

Es por eso por lo que, cuando dos décadas después, se descubrié el proceso de depdsito y
liberacion de calcio del RS, y se demostrd que la tasa de captacion de Ca?* por parte de las
mitocondrias es, al menos, un orden de magnitud inferior a la del reticulo sarcoplasmico, este
quité el papel a las mitocondrias como principal reservorio de calcio intracelular.

Papel del calcio en las mitocondrias

Albert L. Lehninger también descubrié que mientras se acumulaba el calcio en el interior de la
mitocondria, también entraba fosfato (Pi%) que es necesario para la funcion principal de las
mitocondrias, la respiracion celular (Lehninger et al., 1963). Ademas, la presencia de calcio
acumulado en la matriz mitocondrial regula algunas funciones del organulo como la produccion
de ATP, ya que este ion regula la actividad de la ATP sintetasa y de tres deshidrogenasas del ciclo
de Krebs. De este modo, la presencia de calcio libre en la matriz mitocondrial aumenta la tasa de
sintesis de ATP, controlando el flujo de electrones y creando un potencial de accién mayor
(Garcia Padilla, 2014).

Junto a eso, un aumento en el calcio mitocondrial unido a la acumulacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), proporciona un ambiente mas favorable para la liberacién al citosol de factores
mitocondriales, tales como el citocromo c o el factor inductor de a la apoptosis, por lo que también
pueden tener un papel dentro de la muerte celular (Luna-Ortiz et al., 2013).

Por Gltimo, hay estudios que demuestran que el bloqueo del canal de entrada de calcio a la
mitocondria produce un aumento pequefio, pero significativo, de la amplitud de los picos del
calcio citosolico, aproximadamente un 8% (Baughman et al., 2011) (Arias & Fonteriz Garcia,
2013). Por ello, se puede afirmar que las mitocondrias tienen un papel dentro de la homeostasis
del calcio intracelular que no se debe ignorar.

Estructura de las mitocondrias

Las mitocondrias son organulos citoplasmaticos que poseen dos membranas: una externa lisa y
otra interna muy plegada y con invaginaciones llamadas crestas. El espacio recogido dentro de la
membrana interna se conoce como matriz y el espacio entre las dos membranas, espacio
intermembranoso.

La membrana externa es muy permeable a la mayor parte de moléculas pequefias e iones, sin
embargo, la membrana interna es practicamente impermeable a las sustancias polares e iones, por
lo que la tienen que atravesar a través de proteinas transportadoras.

Regulacion de calcio mitocondrial

Tal como se observa en la Figura 2.18. A, en la membrana interna de las mitocondrias
encontramos dos mecanismos de transporte de iones Ca?*:
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v Uniportador de calcio mitocondrial (MCU)

Es el responsable de la entrada de calcio en la mitocondria. Su existencia fue descubierta en 2003
(Chem, Kirichok, Krapivinsky, & Clapham, 2003) mediante la técnica patch clamp. Este
uniportador esta formado por tres subunidades de proteina que se pueden ver en la Figura 2.18.
B: MCU, MICU1 y MICUZ2. Las dos ultimas son capaces de censar la concentracion de calcio en
el espacio intermembranoso y es a donde se unen los iones de Ca?* provenientes del citoplasma.
Cuando lo hacen, estas abren el canal uniportador para que el ion entre a la matriz mitocondrial.

v Intercambiador Na*/Ca?* (mMNCX)

Es el encargado de extraer de nuevo el calcio del interior de la mitocondria. Igual que en el
intercambiador de la membrana celular, por cada 3 iones de Na* que introduce en la mitocondria,
extrae 1 ion de Ca?*. Sin embargo, una diferencia destacable es que puede extraer iones de Ca?*en
ausencia de Na* haciendo el intercambio con Li* (Palty, Hershfinkel, & Sekler, 2012).

A B Baja concentraciéon

Intercamblador [¢]
Na‘*-Ca®* ) o

Espacio intermembranal
Membrana interna

Uniportador

Matriz

Calcio

Figura 2.18. A) Transportadores de la membrana interna mitocondria, el uniportador introduce calcio a
favor del gradiente de concentracion y el intercambiador extrae calcio a costa de introducir sodio B)
Modelo de las diferentes subunidades del uniportador de calcio. Fuente: modificado de
http://www.revista.unam.mx/vol.16/num1/art05/

Ademas, también se ha demostrado la presencia de tampones de calcio en el interior de la
mitocondria igual que los hay en el citosol, cosa que intervendra en la regulacién mitocondrial de
calcio.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS

Hoy en dia, se pueden encontrar numerosos modelos matematicos que permiten el estudio de la
regulacion del calcio intracelular en el masculo cardiaco dado la importancia que tiene este ion
por su relacion directa con la actividad contractil del corazon. Sin embargo, ninguno de esos
modelos incluye las dinamicas del calcio mitocondrial, a pesar del papel fundamental que tiene
este organulo en la regulacion de dicho ion. EI modelo de PA formulado por Ainhoa Asensio
(Asensio Orts, 2017) fue el primero en incluir el modelado de corrientes mitocondriales de Kim
y otros (Kim et al., 2012) al modelo de potencial de accion ventricular de conejo de Shannon y
otros (Shannon et al., 2004).

Este TFG es continuacion del trabajo realizado por Ainhoa Asensio (Asensio Orts, 2017) y
complementado por Isabel Albella (Albella Héctor, 2018). En ambos proyectos se trabajd a partir
del modelo matemaético de potencial de accidn en miocito de conejo y este trabajo busca ir un
paso mas alla ampliando el estudio a dos nuevas especies: perro y humano, e introduciendo en el
modelo las corrientes mitocondriales de potasio.

En la linea de lo anterior, el objetivo principal de este TFG es desarrollar un software para simular
el potencial de accidn y las corrientes i6nicas en un cardiomiocito ventricular aislado que incluya
una formulacion matematica de las corrientes mitocondriales de calcio y de potasio en tres
especies animales diferentes. Este software estara basado en un modelo computacional que
incluird los mecanismos descritos y demostrara la importancia y la necesidad de incluir el
modelado de las corrientes mitocondriales dentro de los modelos matematicos de potencial de
accion ventricular para un mejor estudio de los mecanismos intracelulares de regulacidn de calcio.

Para ello, los objetivos secundarios de este trabajo son:

v' Adaptar los modelos matematicos de potencial de accién ventricular de perro y humano
ya aceptados de Decker y otros (2009) y O’Hara y otros (2011), respectivamente, para
gue incluyan las ecuaciones correspondientes a los mecanismos de regulacién de calcio
mitocondrial.

v Implementar los diferentes modelos matematicos en un paquete software desarrollado en
el entorno de programacion Matlab que permita simular computacionalmente la actividad
electrofisioldgica de los cardiomiocitos ventriculares y poder asi estudiar los efectos de
las mitocondrias en la regulacién del calcio intracelular.

v' Elaborar un software que permita la ejecucién sistematica todas las simulaciones
deseadas con diferentes frecuencias de estimulacion y diferentes factores multiplicativos
de las corrientes ionicas simulando asi posibles efectos mutagénicos o efectos
farmacolégicos.

v Desarrollar una nueva interfaz de usuario basada en la creada en el TFG de Isabel Albella
(Albella Héctor, 2018) con el objetivo de facilitar la representacion y el anélisis
comparativo de los resultados obtenidos en los modelos matematicos de conejo, perro 'y
humano con y sin mitocondrias.

v Realizar un analisis de sensibilidad del efecto de las mitocondrias en las variaciones de
las principales corrientes ionicas y en los biomarcadores preclinicos de calcio.
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v" Calcular el error cometido por los modelos al no incluir las mitocondrias bajo diferentes
periodos de estimulacion y diferentes condiciones de potenciacion o bloqueo de las
principales corrientes ionicas.

43



Estudio mediante modelado y simulacion del efecto de las mitocondrias en el potencial de
accion y la concentracion de calcio en células cardiacas

CAPITULO 4. DESARROLLO DEL MODELO
COMPUTACIONAL

4.1. MODELO MATEMATICO DE LAS MITOCONDRIAS

Como se comentd anteriormente, la mayoria, si no todos, de los modelos matematicos de PA
cardiaco existentes no incluyen en su formulacion las ecuaciones que modelan el efecto
electrofisiolégico de las mitocondrias. Para poder estudiar el efecto de las mitocondrias en el PA
celular, la mayor parte este trabajo ha consistido en modelar las corrientes idnicas que atraviesan
la membrana interna mitocondrial e introducir este modelado matematico en los modelos
computacionales ya existentes de PA muscular cardiaco.

Las corriente i6nicas mitocondriales que se han modelado en este trabajo se dividen en dos
grandes grupos: corrientes de calcio y corrientes de potasio.

4.1.1. Corrientes de calcio

Las corrientes que definen la dinamica de calcio mitocondrial fueron modeladas originalmente
por Ainhoa Asensio en su trabajo de fin de grado (Asensio Orts, 2017), basandose en las
ecuaciones de mitocondrias de linfocitos B propuestas por Kim y otros (Kim et al., 2012) y
empleando los datos experimentales de Lu y otros (Lu et al., 2013).

Partiendo de ese trabajo, se han incluido estas corrientes en el modelo de perro de Decker y otros
(Decker et al., 2009) y el modelo de humano de O’Hara y otros (Hara et al., 2011).

Las dos corrientes de calcio modeladas fueron las dos que han sido nombradas anteriormente
como las responsables de la regulacion de calcio mitocondrial: la corriente del uniportador de
calcio mitocondrial (MCU) y la del intercambiador Na*/Ca?* (mNCX). Ambas estan
representadas en la Figura 2.18.

Por un lado, la corriente que atraviesa el MCU es una corriente entrante que permite la
introduccién del ion Ca?* en la mitocondria a favor del gradiente de concentracion. La activacion
de este canal depende del potencial de membrana mitocondrial, siendo esta corriente mayor
cuando el potencial es mas positivo.

La ecuacion que describe esta corriente idnica es:

_Z'le't‘F
. _ AmicCamit—ai-Cajre RT
iunr = (1= Iynimie)  funimie * Aca_unt * Feaunimax - Vit (10)
e RT -1

Donde iuni es la corriente iénica medida en mmol-ms?; Iuni mit €s un factor de bloqueo cuya
utilidad se vera mas adelante; funi_mit €s un factor multiplicativo cuya funcion también se explicard
mas adelante; Aca uni €s el factor adimensional y constante de amplitud de la corriente y definido
a 10; Fca uni_max €5 UNna constante de ajuste definida a5.8:1022 L-ms™; amity i Son dos constantes
adimensionales definidas para esta corriente a 0.2 y 0.341, respectivamente; Camit y Cai son las
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concentraciones de calcio mitocondrial e intracelular, respectivamente; Vit €s el potencial de
membrana mitocondrial, definido constante a un valor de -150mV; F es la constante de Faraday;
R es la constante de los gases ideales; y T es la temperatura absoluta.

El potencial de membrana mitocondrial se ha definido a un valor constante de -150 mV para dotar
de una mayor simplicidad al modelo debido que no se han conseguido modelar, debido a la falta
de datos experimentales, todas las corrientes idnicas que atraviesan dicha membrana.

Por otro lado, como parte de un sistema de regulacién de calcio, la corriente que atraviesa el
MNCX es una corriente saliente que extrae el calcio para que no se acumule en el interior
mitocondrial. Para la entrada de cada ion de Ca?* emplea la energia electroquimica que se genera
por el flujo a favor del gradiente de concentracidén de la expulsién de tres iones de Na*. La
activacién de este canal también depende del potencial de membrana mitocondrial, pero, al
contrario que en el caso anterior, esta corriente es mayor cuanto mas negativo es el potencial de
membrana.

La ecuacion que define esta corriente idnica es:
iNCX, mit — (1 - Ich,mit) : (_fNCX,mit 'ANCX,mit : Cm,mic ’ FNCX,mic,max ’ (tEI ’ k1 —lg2 - kz)) (11)

Donde incx_mit €S la corriente i6nica medida en mmol-ms™; Incx_mit €s un factor de bloqueo cuya
utilidad se vera mas adelante; fnex mit €S un factor multiplicativo cuya funcion también se
explicard més adelante; Ancx mit €S el factor adimensional y constante de amplitud de la corriente
y definido a 1; Cw_mit €S la capacidad de la membrana mitocondrial definida a 1.812 pF;
Fnex_mit_ max €S Una constante de ajuste definida a 5.8-10°22 mol-ms™; ¢, y tz, vienen definidos en
las ecuaciones (22) y (23); y k4 Y Kk, se definen en las ecuaciones (16) y (17).

ancx

ek 12
E1= gnvex+Bnecx -

thzl_tEl (13)
Anex = ko + kg o
Bnex = k1 + k3 o

w
k1 = e RT : PNa_mit (10)

'8V F
k,=¢e RT : PNaj o
ks = PCa?mit Y
ky = PCa_i Y
P _ Namit § ( 20 )

Na_mit — —
Na,,; 3+(Kdna mit 3)‘<1+ﬁ)
Canm,i
Pea mit = mlt Nape ® o
Camit*'(KdCa—mit).(l*—m)
Na;3
PNa i = - Ca; (22)
= Na;3+(Kdyg i 3)'(1+mg; i)
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Ca;

Na; 3
Cai+(1<dCaj)-<1+W;_i3>

PCa_i = (23)

Siendo Na;jy Namit las concentraciones de socio intracelular y mitocondrial. Na; es una variable de
estado y Namit queda definido a 4 mM.

Kdca i, Kdna i, Kdca mit Y Kdna mit hacen referencia a las constantes de disociacién para el calcio y
el sodio intracelulares y el calcio y el sodio mitocondriales con valores de 0.0125 mM, 32 mM,
0.020932007 mM y 38 mM, respectivamente. Estos valores han sido extraidos de (Kim &
Matsuoka, 2008).

Con estas corrientes se model6 la corriente de calcio mitocondrial total, que viene definida por:
icamit = (1 = Icamit ) - Clunt + Incx_mit) (24)

Las dos corrientes se muestran sumadas porque la corriente del mMNCX ya se ha considerado
saliente en su modelacién y por eso es negativa.

Por altimo, también se modeld la accion del tampon de calcio del interior mitocondrial y se cred
una nueva variable de estado que corresponde a la concentracion de calcio libre en el interior de
las mitocondrias. Dicha concentracion vendra dada por la expresion:

_ Camit,tot_Kdmit,buf_Bmax,mit‘l'Vradiacando

Camit = 5 (25)

Donde Camit 1ot €S el calcio total mitocondrial fijado a 0.08 mM; Kdmit nur €S la constante de
disociacion de valor 0.001 mM; Bmax_mit €S la concentracion de tampon del calcio mitocondrial
con un valor constante de 0.6 mM; radicando viene definido en la siguiente ecuacion:

radicando = (Camitjot - Kdmit?buf - Bmax?mit) 4+ 4. (Camitftot ’ Kdmit?buf) (26)

Factores multiplicativos

Para poder concluir que se habian incluido de forma correcta todas las ecuaciones anteriores
provenientes del modelo de Kim y otros (Kim et al., 2012) con los datos experimentales de Lu y
otros (Lu et al., 2013) en los diferentes modelos matematicos de potencial de accion cardiaco, fue
necesario conseguir que valores del transitorio de calcio mitocondrial se correspondieran o se
situaran préximos a los resultados reales obtenidos experimentalmente. Para ello se incluyeron en
la corriente iuni Y en la corriente incx mic 10s dos factores multiplicativos funi mic Y fnex mit
anteriormente comentados.

El valor de estos factores serd funi mi=7500 Yy fncx mi=3.85-10° aunque, como se verd a
continuacion, seran multiplicados por 0.5 y por 2 en algunas simulaciones para llevar a cabo un
analisis de sensibilidad.

Factores de bloqueo

Para poder realizar con un mismo modelo simulaciones con y sin mitocondria y para ver cémo
afecta que las corrientes mitocondriales estén parcialmente blogueadas, se introducen en las
ecuaciones de las corrientes ionicas los factores de bloqueo. Encontramos factores de bloqueo
para cada una de las corrientes de calcio mitocondriales (luni_mit Y Incx_mit) Y también factor de
bloqueo para la corriente mitocondrial de calcio total (I¢, it g)-

Estos factores se introducen restandose a la unidad, por lo que para poder bloquear estas corrientes
idnicas, los factores se deben igualar a cero.
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4.1.2. Corrientes de potasio

La introduccion de las corrientes de potasio es una adicion nueva en este trabajo, ya que Ainhoa
Asensio en (Asensio Orts, 2017) e Isabel Albella en (Albella Héctor, 2018) se cifieron solamente
a las corrientes de calcio.

Hasta la actualidad, el estudio de la mitocondria se ha centrado mucho en los procesos
metabolicos que se producen en su interior y no en el estudio de su papel dentro de la
electrofisiologia cardiaca. Es por eso por lo que ha resultado muy dificil encontrar corrientes
i6nicas modeladas o datos experimentales de ellas. Al no encontrar un modelo en el que hubieran
sido ya modeladas las corrientes de potasio mitocondriales, se ha partido de cero en su
formulacion.

En primer lugar, se realizé un analisis de qué mecanismos de transporte del ion K* habian
presentes en la membrana interna mitocondrial cardiaca y se encontraron tres canales idnicos
como mecanismo de entrada y un intercambiador como mecanismo de salida (Augustynek, Kunz,
& Szewczyk, 2016). Estos mecanismos se ven representados en la Figura 4.1.

Figura 4.1. Representacion grafica de los mecanismos de transporte de K* en la membrana interna
mitocondrial del corazén. Fuente: modificado de (O.Rourke et al., 2005)

A continuacion, se procedié a la formulacion de las ecuaciones correspondientes a los tres canales
ibnicos a partir de las ecuaciones genéricas de los canales iénicos (7) y (8).

Canal mitoBKca

Se trata de un canal de entrada de K* cuya apertura es dependiente de la concentracién de calcio
y del potencial de membrana mitocondriales. Cuanto mayores son ambas, mayor probabilidad de
apertura.

La corriente i6nica que le atraviesa corresponde a la ecuacion:
ipkcamit = (1 — Ipkca) * 9skcamit * Fecamit * Vmit — Ex_mit) (27)

Siendo lgkca Un factor de bloqueo con la misma funcién que los explicados en el caso de las
corrientes mitocondriales de calcio; gzxcq mir 1a conductancia del canal; Fgcq mic €l factor de
dependencia del calcio y Ex_mit el potencial de reposo del potasio en mitocondria. Dado que la
concentracién de calcio citosélico y la concentracion de calcio mitocondrial es la misma,
basandonos en la ecuacién del potencial de reposo de la Ley Nernst (4), Ex_mit €s 0.
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La conductancia se define como:
9skca mit = NBkca mit * Juni_BKCa_mit (28)

Donde Nggcq mie €S €l numero de canales BKca Y guni prca mie 1a conductancia unitaria de esos
canales. Dicha conductancia unitaria se fijo en 307 pS basandonos en los resultados obtenidos al
aplicar patch-clamp a cardiomiocitos ventriculares de cobaya (Xu et al., 2002).

Y el factor de dependencia del Ca?* se definié como:

1
+(M)”me mit
Canmit )

FBCa_mit = (29)

En la Figura 4.2. se puede observar la dependencia del calcio mitocondrial y del potencial de
membrana mitocondrial anteriormente comentada, ya que para diferentes concentraciones de Ca?*
y diferentes valores de Vi, la probabilidad de apertura del canal (P,) va variando. Por ello, la
corriente ionica es multiplicada por un factor de dependencia del calcio (Fpcq mit) (29) que, asu
vez, es dependiente del potencial de membrana mitocondrial segiin se muestra en las ecuaciones

(30) y (31).
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Figura 4.2. Representacion de cémo varia la probabilidad de apertura del calan BKca en funcién de la
concentracion de Ca?* y el cambio en el Vit en una célula de glioma humano. Fuente: (Gu et al., 2007)

Los valores experimentales numéricos de kmpcq, .. Y Hpkcamic S€ €xtrajeron del estudio

realizado por Siemen y otros (Siemen et al., 1999), en el que se aplico la técnica patch-clamp a
una célula de glioma humano. Los datos obtenidos de este experimento y representados en la
Tabla 4.1. se emplearon para formular dos regresiones lineales del tipo y=m-x+n siendo y cada
uno de los dos factores a calcular y x la variable potencial de membrana mitocondrial V.

Obteniéndose asi:
kmgkca,,, = —7.5°107% Vypse +5'4- 1073 (30)

Hpkca mit = —0'0075 - Vppyie + 3705 (31)
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Vit (MV) k (M) h
60 0.9 2.6
-20 6.9 3.2

Tabla 4.1. Valores para calcular las regresiones lineales de kmgycq, ., ¥ Hpxcamic - FUNte: (Siemen et
al., 1999)

Canal mitoSKca

Se trata de un canal de entrada de K* a la mitocondria cuya apertura es dependiente de la
concentracién mitocondrial de Ca?*. Cuanto mayor es la concentracion, mayor es la probabilidad
de apertura.

La corriente idnica que le atraviesa corresponde a la ecuacion:
iskcamit = (1 = Iskca) - Iskcamit * Fscamit * Vit — Ex_mit) (32)

Donde Iskca Un factor de bloqueo, gskcq mir 12 conductanciay Fscq, mir €l factor de dependencia
del Ca?*.

En este caso no se han encontrado datos experimentales de los valores de conductancia y el factor
de dependencia del Ca?* por separado, pero se ha podido calcular la funcién que proporciona el
producto de ambas.

Iskca mit * FSCa_mit =636 103 ' Camit + 93’6 (33)

Esta funcién se ha obtenido mediante el célculo de una regresién lineal a partir de los datos de
células cardiacas de cobaya obtenidos del estudio realizado en 2013 por Stowe y otros (Stowe et
al., 2013) y representados en la Tabla 4.2.

Iskcamit " Fscamit [Ca*]
730 pS 0.1 mM
180 pS 0.001 mM

Tabla 4.2. Valores usados para calcular la regresion lineal de
(gskca mit * Fsca mit)- Fuente: (Stowe et al., 2013)

Canal mitoKatp

Se trata de un canal de entrada de K* al interior de la mitocondria cuya apertura es dependiente
del ATP mitocondrial.

La corriente i6nica que le atraviesa corresponde a la ecuacion:

ikarp mit = (1 = Ixarp) - Gxarp mit * Farp mit * Vmit — Ex mit) (34)
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Donde Ikate un factor de bloqueo, g arp mi¢ 12 cOnductanciay Farp ;¢ €l factor de dependencia
del Ca?,

La conductancia se define como:
Irarp mit = Nkarp mit * Guni KATP mit (35)

Donde Ngarp mi¢ €S €l nimero de canales Kate Y guni karp_mi¢ 12 cOnductancia unitaria de esos
canales. Dicha conductancia unitaria se fijo en 57 pS segun los datos obtenidos en células de
ventriculo humano (Jiang et al., 2005), tal como se observa en la Figura 4.3.

4 A -
3 «
2 -
11 Y =57 pS
T T T € T T T mV
-60 -40 -20 q 20 40 60
-1 4
2 4
-
[] -3 4
-4
-5
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Figura 4.3. Relacién corriente-voltaje de un canal Karp en mitocondria de ventriculo humano. La
pendiente de la recta indica que la conductancia unitaria del canal es de 57 pS. Fuente: (Jiang et al.,
2005)

Y el factor de dependencia del Ca?* se definié como:

1
F L= 36
ATP mit — | +(M)HKATPa_mit (36)

kmygaTp_mit

Donde ATPmit hace referencia a la concentracion de ATP mitocondrial. Esta concentracion se
estimo a partir de la concentracion de ATP citosélico y el ratio obtenido de la Figura 4.4. La figura
muestra las variaciones del ATP citos6lico, mitocondrial y del reticulo endoplasmico frente a
cambios en la concentracion de glucosa. A pesar de que esas variaciones no son estudiadas en
nuestro modelo, nos han servido para establecer el ratio entre la concentracion de ATP
mitocondrial y citosélico en el instante inicial, que consideraremos que es la relacion habitual.
Considerando este ratio constante, definimos el ATP mitocondrial como:

2'4
AT P = s ATP; garp (37)

Siendo ATP; xrp la concentracion de ATP citosolico definida en el modelo inicial de potencial
de accion ventricular del que partimos dependiendo de la especie.

50



Estudio mediante modelado y simulacion del efecto de las mitocondrias en el potencial de
accion y la concentracion de calcio en células cardiacas

Glucose Glucose
|-Glucose
[ATP] 3.0
N
~ 2.51
w
S Mito
u? 2.04
o
2
150 ER  cm—~———

—
e

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Time (min)

Figura 4.4. Respuesta a la variacion de glucosa mostrada en la concentracién del ATP citosélico (rojo),
mitocondrial (verde) y del reticulo endoplasmico (azul). Fuente: (Depaoli et al., 2018)

Los valores de kmgarp mit Y Hxarpa mit S€ fijaron en 0.335 mM y 5.4, respectivamente. Estos
valores experimentales se extrajeron de la investigacion llevada a cabo por Nakae y otros en 2015
(Nakae, Kwok, Bosnjak, & Jiang, 2015), donde se profundizo en el estudio los canales mitoKarp
de ventriculos de rata reconstituidos en bicapas lipidicas.

4.1.3. Limitaciones del modelo matematico mitocondrial

Durante la modelacion de las corrientes i6nicas mitocondriales de K* se plante6 el problema de
gue no habia datos experimentales del nimero de canales de mitoBKc, ni de mitoKare y todas las
conductancias calculadas mediante patch-clamp en los diferentes experimentos, eran unitarias.
Esto suponia un impedimento a la hora calcular la conductancia maxima y, por tanto, modelar
correctamente las corrientes idnicas mitocondriales de K* para poder incluirlas en el modelo de
PA ventricular.

Como solucion, se decidid realizar un analisis de sensibilidad multivariante para intentar suplir
esta falta de informacion y se continu6 con el modelado del resto de mecanismos de transporte de
K* mitocondrial.

Sin embargo, cuando por Ultimo se procedié a modelar el intercambiador mKHE, tampoco se
pudieron encontrar datos experimentales que permitieran hacerlo de forma numérica. El
intercambiador es el mecanismo de transporte que evita que se acumule los iones de K* en el
interior mitocondrial, es decir, cierra el circuito de potasio mitocondrial. Sin modelar este
mecanismo, no se puede estudiar como afectan las corrientes de potasio mitocondriales al PA'y
la concentracion de calcio del resto de la célula, ya que el potasio se acumula dentro de la
mitocondria de manera infinita y eso no es una representacion de la actividad habitual de este
organulo.

Por lo tanto, a pesar de que uno de los objetivos iniciales de este TFG era modelar la homeostasis
del K* mitocondrial, solamente se ha conseguido modelar los mecanismos de entrada de este ion
y el modelo se queda a la espera de nuevos estudios que aporten los datos experimentales
necesarios para modelar también los mecanismos de salida.
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4.2. SOFTWARE DE SIMULACION

El software de simulacion es la herramienta que ha permitido llevar a cabo uno de los objetivos
principales del trabajo: estudiar la influencia de las mitocondrias en el potencial de accion vy la
concentracion de calcio en células cardiacas para los modelos de conejo, perro y humano.

Para ello, se han introducido las ecuaciones correspondientes a la modelacion de las mitocondrias
en tres modelos diferentes, uno por especie estudiada. Esto hace que no haya una uniformidad
total en todos los modelos, es decir, no todos los modelos estan formulados con la misma
estructura o los mismos médulos, ya que cada autor lo ha creado a su gusto y este trabajo es una
adaptacion a cada uno de ellos.

En la siguiente Tabla 4.3. se puede ver qué modulos forman parte de cada modelo y como sélo
hay dos comunes a todos ellos: el médulo main y el médulo model. Aunque este ultimo se llama
fun en el modelo del perro, los fundamentos son los mismos.

Modelo | Softwares simulacion Referencias
Shannon2004_main Modelo elaborado por (Shannon et al.,
Coneio Shannon2004_model 2004) y ampliado por (Asensio Orts,
J Shannon2004_currents 2017) y en este trabajo

Shannon2004_constants

mainHRd_web2008 Modelo elaborado por (Decker et al.,
Perro fun_HRd_web2008 2009) y ampliado en este trabajo
print. HRd_web2008
constantsHRd_web2008
H main_ORd_MMChA | Modelo elaborado por (Hara et al., 2011)
umano

model_ORd_MMChA y ampliado en este trabajo

Tabla 4.3. Mddulos que forman parte de cada uno de los modelos.

A continuacion, se desarrollaran los diferentes médulos, incidiendo en qué contiene cada uno de
ellos y cual es su finalidad. Después se especificara aquello que es diferente en cada uno de los
modelos.

4.2.1. Generalidades del software

Tal como se ha dicho en el anterior apartado, estos son los dos médulos presentes en los tres
modelos:

Mdédulo main

El modulo main, como su nombre indica, es el principal del modelo, y su ejecucion es la que
devuelve los resultados de todos los calculos deseados.
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Como variable de entrada del mddulo se introduce el vector settings que contiene los parametros
bésicos de configuracion necesarios para el calculo computacional. En principio, estos parametros
son definidos en el moédulo model, pero algunos de ellos se deben cambiar manualmente en la
simulacién para representar diferentes situaciones, como por ejemplo el bloqueo de algin canal
0 un cambio del periodo de estimulacién.

En este modulo se llama a diferentes funciones y al resto de modulos del mismo modelo para
obtener los datos necesarios del célculo del PA ventricular. Su accidn se basa en la ejecucion de
la funcién odel5 de Matlab, que resuelve el sistema mediante el método de diferencias finitas.

De este modo, se obtiene como variables de salida un vector de instantes de tiempo Ti en ms, una
matriz StateVars con todas las variables de estado en tales instantes y una estructura currents que
almacena todas las corrientes y otra serie de variables. Las dos primeras variables son las que se
emplearan principalmente en el resto del trabajo, ya que permitirdn estudiar y representar la
evolucion temporal de las diferentes variables de estado.

Sin embargo, en cada modelo habra un nimero diferente de variables de estado (entre 43y 49) y
aquellas que nos interesan ocuparan un lugar diferente dentro de cada vector StateVars, cosa que
habra que tener en cuenta cuando se cambie de modelo.

Médulo model

El médulo model de los modelos originales contiene en su interior todas las ecuaciones
diferenciales para el célculo de las diferentes variables de estado que forman parte de la matriz
StateVars como por ejemplo las concentraciones idnicas y todas las ecuaciones que modelan las
corrientes intracelulares y aquellas que atraviesan la membrana celular y la membrana del RS.
Por ello, es este modulo el que hay que modificar para poder ampliar la formulacién del modelo
considerando también las mitocondrias.

A continuacion se detallan las ecuaciones mas importantes para conseguir la formulacion de un
modelo de potencial de accion:

En primer lugar se tiene la ecuacion (38) que describe la variacion temporal de la concentracion
de un ion S en un compartimento celular C:

d[Slc
dt

=k I, (38)

Donde [S]. es la concentracion en mM, t hace referencia al tiempo en ms, k es una constante
dependiente de la correlacién entre la superficie y el volumen del compartimento y ZI; es el
sumatorio de corrientes idnicas de los mecanismos de transporte que permitan al ion S traspasar
la superficie del compartimiento en el que se encuentre.

En segundo lugar, también cabe destacar la formulacion de las corrientes ionicas, la cual ha sido
representada anteriormente en la ecuacion (7) y la cual es dependiente del potencial de membrana,
también descrito en la ecuacion (9).

Por Gltimo, hay que tener en cuenta la ecuacion que describe la corriente de un ion S que pasa a
través de dos compartimentos celulares c1 y c2. Esta ecuacion se define como:

Isc1c2 = k - ([5]01 - [S]CZ) (39)
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Donde Is.1c2 €S la corriente que pasa de un compartimento ¢1 a un compartimento c2, k es otro
factor multiplicativo que depende de la constante de difusion del ion y [S].; ¥ [S]e2 son las
concentraciones del ion en cada uno de los compartimentos.

Este mddulo variara ligeramente en funcion del modelo en el que nos encontremos, ya que cada
uno emplea un esquema de corrientes diferente al tratarse de especies distintas. Los diferentes
esquemas empleados en cada modelo se mostraran a continuacion en la Figura 4.6., la Figura 4.7.
y la Figura 4.8.

Moédulo constants

Este modulo contiene las constantes que son utilizadas a lo largo del modelo y que son llamadas
en modulos diferentes, en el médulo model y en el mddulo currents. Su objetivo es tenerlas todas
recogidas para evitar asi que tengan valores diferentes en el caso de que fuera necesario
modificarlas y se haga en un mddulo si y en el otro no.

Médulo currents

En este médulo quedan definidas las ecuaciones de todas las corrientes ionicas que atraviesan la
membrana celular y los diferentes compartimentos celulares. Cuando se llama a esta funcién,
introduciéndole como pardmetros de entrada la matriz de variables de estado StateVars y el vector
de tiempo Ti obtenidos en el médulo main, esta te devuelve una estructura Currents con la
evolucion temporal de las diferentes corrientes ionicas distribuidas por columnas. En este médulo
también se incluye la ecuacién que describe la variacién de concentracién mitocondrial de calcio
libre en funcién del tiempo que sera de utilidad para posteriores calculos y representaciones.

Cabe destacar que, a pesar de que las corrientes i6nicas son obtenidas mediante la combinacion
de diferentes variables de estado tal como esté descrito en la ecuacion (27), las corrientes idnicas
no seran variables de estado porque no siguen una ecuacion diferencial.

Ademas de los cuatro modulos explicados, a lo largo del trabajo se emplea otro algoritmo para el
estudio del efecto de las mitocondrias. Este no es un mddulo de los modelos, pero se utiliza en
todos ellos como se vera en el apartado siguiente. A continuacion se explicard en qué consiste.

Modulo Ca_measures

Esta funcién, que demanda como variables de entrada el vector de tiempos Ti y la columna del
StateVars correspondiente al calcio intracelular (que se obtienen de la ejecucion del médulo
main), devuelve nueve variables de salida, de las cuales sdlo se han usado en este trabajo cuatro
biomarcadores preclinicos de calcio.

Los cuatro biomarcadores empleados son los siguientes: (Figura 4.5)

e Biomarcador CaS: Esta representado por el pico de entrada de calcio al inicio del
transitorio e indica el méximo valor de calcio que puede haber en el interior celular
durante el transitorio. Se mide en mM.

e Biomarcador CaD: Esta representado por el instante anterior a la entrada de calcio en el
citosol e indica el minimo valor de calcio que puede haber en el interior celular durante
el transitorio. Se mide en mM.
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e Biomarcador CaTTP: Esté representado por la altura del transitorio e indica el tiempo que
pasa entre el inicio del transitorio y el punto en el que se alcanza el nivel de calcio
sistolico. Con €l se calcula la velocidad de entrada de Ca?* en el citosol al inicio del
transitorio. Se mide en ms.

e Biomarcador CaTD80: Indica el tiempo que tarda el calcio intracelular en recuperar el
80% de su concentracion inicial en reposo. Se calcula midiendo el tiempo entre el pico
CaS y el instante en el que el calcio intracelular posee un 80% de esa concentracion
méaxima. Con él se compara la duracion del transitorio de calcio en diferentes condiciones.
Se mide en ms.

CaTD80

300
CasS

2

[Ca*"], (nM)

200
100
t caD
v

100 200 300 400 500 600 700 800 900
t(ms)

CaTTP

Figura 4.5. Representacion grafica de los biomarcadores preclinicos de un transitorio de calcio. Fuente:
modificado de (Albella Héctor, 2018)

4.2.2. Software de simulacion en conejo

El modelo de conejo con mitocondrias se formul6 a partir del modelo de Shannon y otros
(Shannon et al., 2004) que, como se puede observar en la Tabla 4.3. tiene los cuatro modulos
anteriormente explicados.

En la siguiente Figura 4.6. estdn representadas las diferentes corrientes que se encuentran
formuladas en este modelo de potencial de accion de cardiomiocito ventricular de conejo.

Ca 3Na 2K

Ee s 1/
— (~ Sarcolemma CA@_(NCX) (atp) )

L |

3Na

Bulk Cytosol

Ca

T-Tubule

Ventricular Myocyte Na Ci(Ca)

Figura 4.6. Esquema del modelo de potencial de accién en miocito ventricular de conejo de Shannon 'y
otros (2004) Fuente: (Shannon et al., 2004)
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4.2.3. Software de simulacion en perro

El modelo de perro con mitocondrias se formuld a partir del modelo de Decker y otros (Decker
et al., 2009) que, como se puede observar en la Tabla 4.3. tiene los cuatro modulos anteriormente
explicados. En la siguiente Figura 4.7. estdn representadas las diferentes corrientes que se
encuentran formuladas en este modelo de potencial de accién de cardiomiocito ventricular de
perro.

INaCa,ss

Figura 4.7. Esquema del modelo de potencial de accién en miocito ventricular de perro de Decker y otros
(2009) Fuente: (Decker et al., 2009)

4.2 .4. Software de simulacion en humano

El modelo de humano con mitocondrias se formulé a partir del modelo de O’Hara y otros (Hara
et al., 2011) que, como se puede observar en la Tabla 4.3. solamente tiene dos mddulos. A
diferencia de los otros dos modelos, en este caso el modulo constants y el mddulo currents estan
integrados dentro del médulo model. En la siguiente Figura 4.8. estan representadas las diferentes
corrientes que se encuentran formuladas en este modelo de potencial de accion de cardiomiocito
ventricular humano.

\. @ J

Figura 4.8. Esquema del modelo de potencial de accidn en miocito ventricular de humano de O 'Haray
otros (2011) Fuente: (Hara et al., 2011)
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4.3. AUTOMATIZACION DE LAS SIMULACIONES
4.3.1. Objetivo y resultados del software

El objetivo del software desarrollado es analizar los cambios en el valor de cuatro biomarcadores
de calcio cuando se introducen las corrientes mitocondriales en el modelo. Para ello se han de
simular once corrientes ionicas diferentes sobre las que se ha aplicado nueve factores de bloqueo
y con cuatro duraciones distintas del periodo de estimulacién. Los valores de estas variables se
representan en la Tabla 4.4.

Valores

CaS, CaD, CaTTP, CaTD80

Ina, Inaca, INak, lcal, lcap, lo, Ikr, Iks, Ik, jrel, jpump

0.95, 0.75, 0.5, 0.25, 0 (control), -0.25, -0.5, -0.75, -1
350, 500, 1000, 1500

Variables
Biomarcadores de calcio
Corrientes idnicas
Factores de bloqueo
BCL (ms)

Tabla 4.4. Valores de las diferentes variables empleadas para realizar todas las simulaciones.

Haciendo célculos: 11 corrientes multiplicado por 9 factores de bloqueo y por 4 BCLs hace un
total de 396 simulaciones por cada especie que, como se vera a continuacion, se habran de repetir
cuatro veces porgue nos interesa obtener los resultado de 4 modelos diferentes por especie. Si se
tiene en cuenta que estamos estudiando 3 especies diferentes, esto hace un total de 4,752
simulaciones.

Dado el gran numero de simulaciones que se habian de llevar a cabo, se decidié desarrollar un
software que automatizara el mayor nimero posible, ahorrando asi tiempo y trabajo al usuario al
no tener que realizarlas de forma manual. Partiendo del software ya creado por Isabel Albella
(Albella Héctor, 2018) para el modelo de conejo, se realizaron algoritmos nuevos para el modelo
de perro y el de humano. Se consigui6 reducir cada especie a 4 algoritmos.

Para cada especie hay dos algoritmos diferentes correspondientes a las simulaciones del modelo
con mito (EspecieConMito.m) y del modelo sin mito (EspecieSinMito.m) y otros dos creados para
el andlisis de sensibilidad, donde las corrientes mitocondriales son reducidas a la mitad
(EspecieConMito_f_mitad.m) y duplicadas (EspecieConMito_f_doble.m), respectivamente. En la
Tabla 4.5. se muestran los valores de los factores multiplicativos y los factores de bloqueo de las
corrientes i6nicas mitocondriales para cada uno de estos algoritmos.

fnex_mit funi_mit Incx luni
EspecieConMito.m 7500 3.85-10° 0 0
EspecieSinMito.m 7500 3.85-10° 1 1
EspecieConMito_f mitad.m 3750 1.925-10° 0 0
EspecieConMito_f doble.m 15000 7.70-10° 0 0

Tabla 4.5. Valores de los factores multiplicativos y los factores de bloqueo de las corrientes

mitocondriales en cada uno de los algoritmos de automatizacion de las simulaciones.
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En la Tabla 4.6 se puede observar como se ha llamado cada algoritmo en cada modelo.

Modelo Software automatizacion Referencia

CalculaTODOConMitoARREGLADO
CalculaTODOSiInMitoARREGLADO

Conejo CalculaTODOConMito_f mitag | (Alella Hector, 2018)
CalculaTODOConMito_f_doble
PerroConMito
Perro PerroSinMito Elaboracion propia

PerroConMito_f_mitad
PerroConMito_f doble

HumanoConMito
Humano HumanoSinMito Elaboracién propia
HumanoConMito_f mitad prop

HumanoConMito_f doble

Tabla 4.6. Nombre de los algoritmos que forman parte de cada modelo.

Cada algoritmo, con tan solo ejecutarlo, devuelve como resultado una matriz de cuatro
dimensiones (K, X, Y, Z), donde: K son los valores obtenidos del calculo de los cuatro
biomarcadores de calcio y el nimero de estimulos; la dimension X son las 11 corrientes; la
dimension Y son los 9 factores de blogueo y la dimension Z, los 4 BCLs. De este modo, para cada
especie se obtienen cuatro matrices de datos.

4.3.2. Desarrollo del software

A pesar de que hay cuatro algoritmos diferentes para cada especie, uno correspondiente a cada
modelo de PA, los cuatro son idénticamente iguales, exceptuando los datos numéricos
representados anteriormente en la Tabla 4.5. y el nombre de las matrices que se almacenan, ya
gue cada una tiene el nombre adecuado a su modelo.

A continuacion se describe el desarrollo del software necesario para la automatizacion de las
simulaciones.

En primer lugar, se genera y se guarda una matriz de ceros de dimensiones (5x11x9x4), que sera
la matriz final donde se iran almacenando los datos a medida que se calculen. A continuacion, el
programa se divide en cinco bloques: los cuatro primeros para hacer los célculos de la célula
control (factor de bloqueo = 0) con los cuatro BCL diferentes y el Gltimo para calcular todas las
posibles combinaciones con el resto de factores de bloqueo.

Bloques célula control

La estructura de los cuatro primeros bloques es igual y sigue los siguientes pasos:
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1. Se definen los valores del vector de ajustes iniciales con la funcién rellena_set definida
al final del mismo programa. Este algoritmo rellena el vector settings comentado
anteriormente en la explicacion médulo main con una dimension (1x18). Este vector
almacena en las 11 primeras columnas los factores de blogueo o potenciacion de 11
corrientes y tendran valor 0 inicialmente. Las columnas 12, 13 y 14 almacenaran el valor
del BCL, frecuencia de estimulo y amplitud de estimulo. Por altimo, las columnas de la
15 a la 18 definiran los valores de los factores multiplicativos y los factores de bloqueo
de las corrientes mitocondriales del uniportador y el intercambiador, respectivamente.

2. Se introduce ese vector como variable de entrada para ejecutar la funcion main del

modelo matematico de la especie en la que nos encontremos. Al ejecutar el main

obtendremos tres variables de salida: Currents, StateVars y Ti, explicadas en el apartado
anterior.

Se almacenan estas variables.

4. Se ejecuta la funcion Ca_measures, explicada anteriormente, introduciendo como
variables de entrada el vector Ti y la columna del StateVars correspondiente al calcio
intracelular. En el caso del conejo corresponde la columna 9, en el perro a la columna 2
y en humano a la columna 6.

5. Se define el nimero de estimulos como una variable L correspondiente a la longitud del
vector donde se ha guardado las concentraciones de calcio sistélico.

6. De los datos obtenidos como variables de salida de la funcién anterior, se emplean los
gue nos interesan (CaS, CaD, CaTTP, CaTD80) para introducirlos como variables de
entrada para llamar a la tltima funcién del blogue: UltimoBio. Esta funcidn esta definida
debajo de la funcién rellena_set y se encarga de obtener los biomarcadores del penaltimo
estimulo de cada simulacién. En ella se incluye un if para que, si se diera el caso de que
solo hubiera un estimulo en la simulacion, se emplee ese. A la funcién UltimoBio
también hay que introducirle como parametros de entrada, ademas de los biomarcadores
mencionados, el BCL, el factor de bloqueo (que seria 0 porque estamos en control) y la
corriente, para que te pueda mostrar por pantalla bajo qué condiciones sucede el caso en
gue sélo haya un estimulo.

7. Como variables de salida de esta Gltima funcién ya tenemos los cuatro biomarcadores
deseados del ultimo estimulo de la célula control para los diferentes BCLs, que seré igual
para todas las corrientes. Por ello, para reducir el tiempo de simulacion, se crea un bucle
for en cada blogue, que copia estos valores en las columnas de todas las corrientes
correspondientes al factor de bloqueo 0 para el BCL concreto. Ademas de los cuatro
biomarcadores, también se guarda, cada vez, el nimero de estimulos con el vector L.

8. Por ultimo, se guarda de nuevo la matriz final de resultados.

w

Por ejemplo, el codigo para el bloque de BCL=350 para el modelo con mitocondria de conejo sin
factores multiplicadores es el siguiente:

Sx_iniciales=[0 0 0 0 0 O O 0 0 O O 350 100 -80 7500 3.85e+15 0 O0];
[settings]=rellena set(Sx iniciales);

[Currents, StateVars, Ti]=mainHRd web2008 (settings);

save (.StateVars control BCL350.,.StateVars.);

save (.Ti control BCL350.,.Ti.);
[LCAT,CaTTP,CI,CaD,CaS,CaDotMax, CaTD80,CaTD30, Tri]=Ca measures (Ti, Stat

eVars(:,2),0);
L=length (Cas) ;
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[CaS_u,CaD u,CaTTP_u,CaTbD80 u]=UltimoBio (Cas,CaD,CaTTP,CaTD80,350,0,0)

’

for ix=1:1:IxEntero

end

MBCa_ PerroConMito(:,1ix,5,1)=[CaS u CaD u CaTTP_u CaTD80 u L];

save MBCa PerroConMito;

Después de estos cuatro bloques, se tendran rellenadas las celdas de todas las combinaciones
posibles con el factor de bloqueo 0 correspondiente a la célula control. Para el resto de
combinaciones, se tiene el quinto bloque.

Quinto bloque

Dentro de este blogue, los pasos que se han seguido han sido:

1.

2.

Se define el vector FM con los diferentes factores de bloqueo y el vector CL con los
BCLs.

Se anidan tres bucles for, uno dentro del otro, donde para cada valor del vector CL se
recorrera cada valor del vector FM, exceptuando el primero de la célula control. Para
cada uno de los valores de este Gltimo vector, se crea otro bucle for de 1 a 11 que
corresponde a las diferentes corrientes.

Dentro del Gltimo bucle for se establecen los valores del vector de ajustes iniciales
mediante la funcion rellena_set, igual que se realiza en el primer paso de los cuatro bucles
anteriores.

A continuacion, se procede a calcular los biomarcadores de calcio siguiendo los pasos del
2 al 6 de los anteriores bucles con la diferencia de que ahora se introducen factores de
bloqueo en las corrientes. Durante la simulacion, los factores de bloqueo se multiplican
a las corrientes de la forma (1-factor) como se ve por ejemplo en las ecuaciones (27), (32)
0 (34). Por lo que, por ejemplo, un factor de bloqueo de 0.75 implica que se esta
permitiendo pasar un 25% de la corriente. Por tanto, aquellos factores que tienen un signo
negativo no estan blogueando la corriente, sino aumentandola por encima de su valor
control. A la hora de hacer las simulaciones el algoritmo daba problemas cuando se
intentaba simular las corrientes con tan solo un 5% (factor de bloqueo 0.95), ya que la
corriente que se dejaba pasar era tan pequefia que no llegaba a disparar el potencial de
accion. Entonces, a pesar de que el codigo esta escrito para que se pueda hacer, en este
trabajo se omiti6 este factor de bloqueo. Para ello se ha empleado un if else en el que se
indica que si FM=0.95, se salte los calculos y, si no, que proceda con la simulacion.
Después de obtener los biomarcadores para el tltimo estimulo, se formula un nuevo if
else para almacenar los datos en la matriz final, ordenados correctamente de forma
progresiva segun los factores de bloqueo. De este modo indica que si el factor de bloqueo
empleado se encuentra por debajo de la 62 posicion del vector FM, es decir, si el factor
de bloqueo es 0.95, 0.75, 0.5 0 0.25, se almacene una posicion a la izquierda de la
dimensidon Y; y si se encuentra por encima de la 62 posicion, correspondiente a los factores
de blogueo negativos, que se mantenga en la misma posicion. Asi se salta la posicion 5,
donde ya se han almacenado anteriormente los valores correspondientes de la célula
control y se redistribuye la dimension Y de la matriz final, siendo el orden de los factores
de bloqueo el siguiente: 0.95, 0.75, 0.5, 0.25, 0, -0.25, -0.5, -0.75, -1.

Por ultimo, se guarda de nuevo la matriz final de resultados y todo los valores calculados
se almacenan en un archivo .mat.
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Por ejemplo, el cédigo para el quinto bloque del modelo con mitocondria de conejo sin factores
multiplicadores es el siguiente:

FM=[0 0.95 0.75 0.5 0.25 -0.25 -0.5 -0.75 -11;
CL=[350 500 1000 150077

for cl=1:1:1length(CL)
for fm=2:1:1length (FM)
for ix=1:1:IxEntero

Sx=[0 00 0O0OO0O0OO0OO0O0O0CL(cl) 100 -80 7500 3.85e+15 0 0];
Sx(1,ix)=FM(1, fm) ;

[settings]=rellena set (Sx);

if fm==
disp(.Esta condicidén no la calculo.);
cl
fm
ix
else

[Currents, StateVars, Ti]=mainHRd web2008 (settings);

nueva_StateVars=strcat (.StateVars bcl.,int2str (CL(cl))
;. FM.,int2str (fm), . current.,int2str (ix));

nueva Ti=strcat(.Ti bcl.,int2str(CL(cl)),. FM.,int2str
(fm) , . current.,int2str (ix));

save (nueva_ StateVars, .StateVars.);
save (nueva Ti, .Ti.);

[LCAT,CaTTP,CI,CaD,CaS,CaDotMax, CaTD80,CaTD30, Tri]=Ca_
measures (Ti, StateVars(:,2),0);
L=length (Cas) ;

[CaS_u,CaD_u,CaTTP_u,CaTD80 u]=UltimoBio (CaS,CaD,CaTTP
,CaTD80,CL(cl),FM(1, fm), ix) ;

if (fm<6)

MBCa PerroConMito(:,ix,fm-1,cl)=[CaS u CaD u CaTTP u
CaTD80 u L];

else
MBCa_ PerroConMito(:,1ix,fm,cl)=[CaS u CaD_u
CaTD80 u L];

end

CaTTP_u

save MBCa PerroConMito;
end
end
end
end

save variablesperro conmito.mat
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Funcion rellena_set
function [settings]=rellena_ set (condiciones)

settings.INaB=condiciones(1,1);

settings.INaCaB=condiciones (1,2);
settings.INaKB=condiciones (1,3);
settings.ICalB=condiciones(1,4);
settings.IpCa=condiciones(1,5);
settings.ITol=condiciones(1l,6);
settings.IKrB=condiciones (1,7);
settings.IKsB=condiciones (1, 8);
settings.IK1lB=condiciones(1,9);
settings.IrelB=condiciones(1,10);
settings.IupB=condiciones(1l,11);
settings.bcl=condiciones(1,12);
settings.freg=condiciones(1,13);
settings.Istim=condiciones(1,14);
settings.f uni mit=condiciones(1,15);
settings.f NCX mit=condiciones(1l,16);
settings.Iuni=condiciones(1,17);
settings.Incx=condiciones(1,18);

return

Funcién UltimoBio

function[CaS u,CaD_u,CaTTP_u,CaTD80 ul=UltimoBio (CaS,CaD,CaTTP,CaTD80,
BCL,Bloqueo,Corriente)

if((length(CaS)==1) || (length(CaD)==1) | | (length (CaTTP)==1) | | (length (CaT
D80)==1))

CaS_u=CasS;

CaD u=CaD;

CaTTP_u=CaTTP;

CaTD80_u=CaTD80;

disp("Solo habia un PA en el caso: "); disp(int2str (BCL));

disp("Solo habia un PA en el caso: "); disp(int2str (bloqueo));

disp("Solo habia un PA en el caso: "); disp(int2str(Corriente));
else

CaS_u=CaS(length(CaS)-1);

CaD u=CaD(length (CaD)-1);

CaTTP_u=CaTTP (length (CaTTP)-1);

CaTD80 u=CaTD80 (length (CaTD80)-1);
end
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4.4. INTERFAZ DE USUARIO Y MANUAL DE USO
4.4.1. Disefio de la interfaz

Junto al software de automatizacion de las simulaciones, se elabord una interfaz gréafica con la
herramienta de Matlab AppDesigner. Es una interfaz intuitiva, cuyo objetivo es ofrecer al usuario
un entorno de simulacién mas accesible para visualizar los resultados obtenidos en las
simulaciones y comparar los modelos con y sin mitocondrias y los errores relativos entre ellos.

Hay que tener en cuenta que hay tres versiones diferentes del modelo sin mitocondria, ya que para
hacer un analisis mas sensible y adaptar las ecuaciones mitocondriales a los datos experimentales,
las corrientes mitocondriales son multiplicadas por tres factores. Por ello, podran ser
representadas tres comparaciones diferentes entre el modelo sin mitocondria y el modelo con
mitocondria.

La interfaz presenta diferentes bloques diferenciados:

» Seleccion de variables de entrada (Figura 4.9.)

Este blogue se divide a su vez en cuatro modulos. En la parte superior izquierda se
encuentran tres médulos de botones de opcién o radio buttons donde el usuario puede
seleccionar sélo una opcion de cada médulo. De este modo se elige los datos de qué
modelo cargar entre perro, conejo y humano (A), cudl sera la duracion del periodo de
estimulacion entre cuatro posibles opciones (B) y con qué factor de corriente
mitocondrial, siendo las opciones 0.5, 1y 2 (C). Por defecto, se representara el modelo
de perro con una BCL de 350 ms y factor 1 de corriente mitocondrial. Debajo de estos
se encuentra un modulo de seleccion maltiple o checkbox, que ofrece la posibilidad de
marcar todas las corrientes que el usuario desee ver representadas (D).

MODEL currents

) Perro(Decker) BCL (ms) . . Na 1K1
Mitochondrial current factor .

Conejo(Shannon) °) 350 1000 EC:: :is

a r

Humano(OHara) 500 1500 12 o1 2 Cap -
CalL

relSR Ijpump

Figura 4.9. M6dulos de seleccidn de variables de entrada donde el usuario debe elegir (A) el modelo, (B)
la BCL, (C) el factor de corriente mitocondrial y (D) las corrientes a representar. Fuente: elaboracion
propia.

» Funcionalidades
Como se muestra en la Figura 4.9, en la parte inferior izquierda hay situados tres botones,
cada uno de ellos con una funcion. El botén “Clear” borra lo que haya representado en
ese momento en las graficas, el boton “BIO” representa el valor de los biomarcadores del
modelo con y sin mitocondria para las diferentes corrientes seleccionadas y el bot6n
“ERROR?” sirve para representar el error relativo (%) de cada biomarcador entre el
modelo con mitocondria y sin mitocondria siguiendo la ecuacion:

ValorConMito—ValorSinMito

Error = 100 (40)

ValorConMito
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Area de representacion de los resultados

Por ultimo, en la Figura 4.10. se puede ver que la parte derecha de la interfaz estd
destinada a la representacion de las cuatro gréficas, cada una de ellas correspondiente a
un biomarcador: CaS, CaD, CaTTP y CaTD80.

Effects of mitochondrial activity in Calcium Biomarkers

cas caD
MODEL 02 0.4
) Permo(Decker) 02 A
Conejo(Shannon) 0 e / o ) : 1
Humano(OHara) ] ’
F02 Fo2 /
BCL (ms) 504 -o4r
350 1000 o o6r /
06 - I
500 1500 e 08t Na
&— INCX ©— INCX
i s 08 -1
Mitochondrial current factor 02 04 06 08 1 12 14 16 18 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2
"7 2 Multiplier factor Multiplier factor
CaTTP CaTD80
Currents 1 1
p:\\
ZiNa iK1 05 05 .
i INCX IKs ) . 7 =3 s
INaK IKe / o
ICap Ito 205 = =
ICal 5 S S 505 k. w
2 - o g o
IrelSR ljpump & & N =
P =1
o
- Na ’ =I5 Na
ERROR BIO :
2.5 . - :

Clear

0.2 04 0.6 0.8 1 12 14 16 18 2 "2 0.4 0.6 0.8 1 12 14 16 1.8 2
Multiplier factor Multiplier factor

Figura 4.10. Vision general de la interfaz de usuario con la representacion del error relativo de las
corrientes Ina € Incx como ejemplo y los valores de modelo, BCL y factor de corriente mitocondrial

elegidos por defecto. Fuente: elaboracion propia.

4.4.2. Manual de usuario

A continuacidn se detallan los pasos que hay que seguir para hacer un uso correcto de la interfaz:

1.

Acceder al entorno de programacién Matlab y escribir en la barra de direcciones la ruta
necesaria para llegar a la carpeta donde tiene que estar almacenada la interfaz y los
resultados de las simulaciones a los que esta accede. Todas las matrices obtenidas en el
software de automatizacion han de ser almacenadas en un fichero .mat para poder ser
cargadas en la interfaz gréfica.

Ejecutar la aplicacion escribiendo el nombre del archivo en la ventana de comandos. A
continuacion se abrira una nueva ventana con la interfaz.

Seleccionar las variables de entrada que con los que se desea trabajar: modelo, BCL,
factor de corriente mitocondrial y corrientes a representar. Como se ha comentado
anteriormente, por defecto el modelo seleccionado serd el de Decker y otros (2009)
correspondiente a perro, el tiempo de periodo de estimulacién sera de 350 ms y el factor
de corriente mitocondrial sera 1, lo que implica que facx mi=7500 Y funi mi=3.85-10%°.
Marcar en el modulo de seleccion multiple todas aquellas corrientes que se deseen
visualizar.

Una vez seleccionadas las corrientes, pulsar el boton correspondiente a la variable que se
quiere representar, siendo dos las opciones posibles: valor de los biomarcadores o error
relativo entre ambos modelos. Seguidamente, las corrientes elegidas se mostraran
representadas en el area de representacion de los resultados.

El boton “Clear” permitira borrar las graficas para hacer una nueva representacion.
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. CONSIDERACIONES INICIALES Y VERIFICACION DE LOS
MODELOS

Dado que este trabajo es una continuacion de los trabajos realizados por Ainhoa Asensio (Asensio
Orts, 2017) e Isabel Albella (Albella Héctor, 2018) sobre el modelo matematico de potencial de
accion ventricular de conejo y tiene como objetivo aplicar el procedimiento seguido por las
mismas a los modelos de perro y humano; en el presente Capitulo 5 “Resultados y discusion”
solamente se analizaran los Ultimos dos modelos mencionados.

El primer paso para poder extraer conclusiones validas del trabajo es comprobar que los modelos
que se desean emplear son estables y los resultados que nos proporcionan son similares a los
valores reales de la especie que se esta estudiando.

Partiendo de los parametros multiplicativos de calibracion mitocondrial introducidos por Ainhoa
Asensio en el modelo de conejo con mitocondria (Asensio Orts, 2017), se comprobd que también
eran necesarios esos factores para conseguir la estabilidad en los modelos ampliados de perro y
humano de Decker y otros (Decker et al., 2009) y O’Hara y otros (Hara et al., 2011),
respectivamente. Asi, se incluyeron funi_mit Y fnex_mic con los valores comentados en la Tabla 4.5.

A continuacién se muestran las simulaciones control obtenidas al introducir las ecuaciones de las
corrientes mitocondriales. Se ha empleado un BCL igual a 500 para el caso del perro y un BCL
igual a 1000 para el caso del humano.
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Figura 5.1. Evolucion temporal en el modelo de perro con mitocondrias para un BCL igual a 500 ms del
potencial de membrana celular (A) y concentraciones de calcio intracelular (B), mitocondrial (C), en el
subespacio (D) y en el reticulo sarcoplasmico (Ey F).
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Figura 5.2. Evolucion temporal en el modelo de humano con mitocondrias para un BCL igual a 1000 ms
del potencial de membrana celular (A) y concentraciones de calcio intracelular (B), mitocondrial (C), en
el subespacio (D) y en el reticulo sarcoplasmico (E y F).

Por un lado, en la Figura5.1. y la Figura 5.2. se puede observar la evolucién temporal del potencial
de accion y las concentraciones de calcio de diferentes compartimentos de la célula para un
cardiomiocito ventricular de perro y de humano, respectivamente. A continuacion, se procedera
a describir cada una de las graficas que las componen.

Estas figuras contienen: (A) el PA representativo de cada especie con la caracteristica comdn de
que ambos poseen un pico rapido de despolarizacion donde el potencial cambia negativo a
positivo y una posterior repolarizacion con una pendiente menos pronunciada; (B) la
concentracion de calcio intracelular, cuyo pico coincide con el del potencial de accion al ser la
entrada de calcio al citosol la responsable de la despolarizacion celular; (C) la concentracion de
calcio mitocondrial con una forma similar a la del calcio intracelular pero con una pendiente de
pico menor y una pendiente de bajada mayor; (D) la concentracién de calcio en el subespacio con
un pico muy pronunciado que corresponde con la entrada de calcio en el citosol; (E) y (F) las
concentraciones de calcio en los dos compartimentos del RS, tienen los valores de
concentraciones mas altos porque el RS es el principal reservorio de calcio intracelular.

Por otro lado, en la Figura 5.3. y la Figura 5.4., que se mostraran a continuacion, se encuentran
representadas la evolucién temporal de aquellas corrientes idnicas que se han considerado mas
relevantes dentro del estudio de la dindmica i6nica celular. Las Figuras 5.3. y 5.4. muestran 8
corrientes diferentes. En primer lugar, las corrientes de potasio lki (A), Iks (B) e Ikr (C) que extraen
este ion de la célula durante la fase de repolarizacion. Tal como se ha explicado en el comentario
de la Figura 2.13, la corriente I es la primera en aumentar y la que llega a los mayores valores,
después es seguida por la corriente Iks que tarda un poco mas en abrirse y, por ultimo, la corriente
Ik1 permite a la célula alcanzar el reposo. En segundo lugar, Inaca (C), tiene un pico positivo que
indica que es el principal mecanismo de extraccion de calcio y después se mantiene en valores
negativos. En tercer lugar, lca (F) es una corriente entrante de calcio, por lo que alcanza valores
negativos cuando se dispara el potencial de accién y empieza a entrar el ion. El cuarto lugar, lcap
(G) que tiene un pico positivo, por lo que también es una corriente que extrae calcio del citosol.
Por altimo, I« (D) libera calcio al principio de cada PA, tal como se representa en el pico
pronunciado de su transitorio, y Iy (H) representa la entrada de calcio al RS a través de la bomba
cerca.
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Figura 5.3. Evolucion temporal en el modelo de perro con mitocondrias para un BCL igual a 500 ms de
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Figura 5.4. Evolucion temporal el modelo de humano con mitocondrias para un BCL igual a 1000 ms de
diferentes corrientes y flujos ionicos: lki (A), Iks (B), lkr (C), Jret (D), Inaca (E), lcaL (F), lcap (G) € Jup (H).

5.2. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LAS MITOCONDRIAS

5.2.1. Influencia de las mitocondrias sobre célula en condiciones de control

Para poder observar de forma mas directa el efecto que tiene la introduccion de las mitocondrias
en el modelo, una vez se confirmd que este es estable, se llevaron a cabo una serie de simulaciones
donde se compara la evolucién temporal del potencial de accion y las concentraciones de calcio
intracelular y del reticulo sarcoplasmico obtenidas de los modelos con y sin mitocondrias. En la
Figura 5.5. se puede ver esta comparacion para el caso del perro y en la Figura 5.6., para el caso

del humano.
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Figura 5.5. Comparacion entre el modelo con (azul) y sin (rojo) mitocondrias de perro para un BCL
igual a 500 ms. Se compara la evolucién temporal del potencial de membrana (A), la concentracién de
calcio intracelular (B) y la concentracion de calcio en el RS (C).
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Figura 5.6. Comparacion entre el modelo con (azul) y sin (rojo) mitocondrias de humano para un BCL
igual a 1000 ms. Se compara la evolucién temporal del potencial de membrana (A), la concentracion de
calcio intracelular (B) y la concentracion de calcio en el RS (C).

Como se puede observar, no hay diferencia entre ambos modelos para el caso del perro y la que
existe en el caso del humano, es minima. Esto demuestra que, en condiciones celulares normales,
donde la célula no esté alterada y ninguin canal i6nico esta bloqueado, la diferencia entre introducir
0 no las mitocondrias en el modelo es practicamente inexistente.

Sin embargo, eso no implica que la introduccién de las mitocondrias no sea Util. A continuacién
se empled estos modelos para simular el bloqueo de diferentes canales debido a mutaciones
genéticas o debido al efecto de algunos farmacos. Alterando las corrientes con diferentes factores
multiplicativos y simulando a diferentes frecuencias de estimulacion, los resultados fueron
diferentes.
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5.2.2. Influencia de las mitocondrias sobre célula con corrientes idnicas alteradas

Para confirmar esta hipétesis, las corrientes ionicas fueron alteradas mediante los factores
multiplicativos o factores de bloqueo presentes en la formulacién de sus ecuaciones y que han
sido explicados en el Capitulo 4 del presente TFG. Los factores de bloqueo, que se encuentran
restados a la unidad, varian entre 1 y -1 de 0.25 en 0.25 con la excepcién de que el primero de
todos es 0.95 en vez de 1 para no bloquear la corriente por completo. De este modo las corrientes
no fueron solo blogueadas parcialmente, sino que fueron también potenciadas hasta duplicar su
valor.

Las corrientes a las que se les ha afiadido este factor de bloqueo en su formulacion y que, por
tanto, se consideraron de interés para este trabajo son: la corriente entrante de Na* Ina y las de los
dos intercambiadores de sodio-calcio y sodio-potasio Inaca O Incx € Inak; las corrientes entrantes
de calcio por los canales tipo P y tipo L Ipca € lcar; las corrientes salientes de potasio Ik, lks € lkr;
la corriente ionica transitoria saliente de potasio lo; las dos corrientes de calcio pertenecientes al
reticulo sarcoplasmico, la de liberacién de calcio al citosol lesr Y la corriente inica de la bomba
SERCA lpump,-

Para poder estudiar qué consecuencias supone la inclusion de las mitocondrias en el modelo de
una célula alterada, se dividié este analisis en dos partes: consecuencias sobre el PA y el
transitorio de Ca?* intracelular y consecuencias sobre los biomarcadores de Ca?*.

Consecuencias sobre el PA'y en el transitorio de calcio intracelular

Debido a la extension limitada del trabajo no es posible presentar en esta memoria el efecto que
tiene el bloqueo o la potenciacion de cada una de las corrientes ionicas seleccionadas para este
estudio. Por lo tanto, se decidié representar las consecuencias del blogueo de la corriente Inaca
como ejemplo, ya que corresponde a la bomba Na*/Ca?*, que es el principal mecanismo de
extraccion de calcio del interior al exterior celular.

A continuacion, en la Figura 5.7. y la Figura 5.8. se muestran las diferencias en la evolucion
temporal del potencial de accién y las concentraciones de Ca?* intracelular y del reticulo
plasmatico para 4 condiciones diferentes de bloqueo del canal Inaca. La Figura 5.7. representara
la diferencia en el modelo de perro con mitocondrias para un BCL igual a 500 msy la Figura 5.8.,
para el modelo de humano con mitocondrias con un BCL igual a 1000 ms.

Las cuatro condiciones de blogueo corresponden a: un bloqueo del 95% que permite pasar un 5%
de la corriente (rojo), un bloqueo del 50% que deja pasar la mitad de la corriente (verde), la célula
control sin alterar la corriente (negro) y una potenciacion del 200% que duplica el valor de la
corriente (azul).

Como se puede observar en ambas figuras, los resultados coinciden con lo esperado. Al bloquear
el principal extractor de calcio, los valores de calcio intracelular (B) aumentan notablemente
durante el inicio del potencial de accidn, ya que se concentra mayor cantidad de este ion. También
aumenta la concentracién de calcio en el RS (C), ya que, al no poderlo extraer fuera de la célula,
este tiene que cumplir parte de la mision de la bomba y absorberlo. Para el caso de la potenciacién
del canal se puede ver el efecto contrario: al extraer méas calcio el nivel intracelular bajay, al tener
menos calcio en el citosol, disminuye también la cantidad que el RS puede absorber. Respecto al
potencial de accién (A), cuanto menor es la corriente (mayor bloqueo) el potencial de accion se
acorta y la repolarizacion se realiza antes.
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Figura 5.7. Evolucion temporal en el modelo de perro con mitocondrias para un BCL igual a 500 ms del
potencial de membrana celular (A) y concentraciones de calcio intracelular (B) y del RS (C). La
corriente Inaca ha sido multiplicada por 0.05 (rojo), 0.5 (verde), 1 (negro) y 2 (azul).
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Figura 5.8. Evolucion temporal en el modelo de humano con mitocondrias para un BCL igual a 1000 ms
del potencial de membrana celular (A) y concentraciones de calcio intracelular (B) y del RS (C). La
corriente Inaca ha sido multiplicada por 0.05 (rojo), 0.5 (verde), 1 (negro) y 2 (azul).

Cabe comentar que no siempre es posible simular todas las combinaciones de bloqueo de
corrientes ionicas a diferentes BCLs. Bloquear el principal extractor de calcio celular hasta dejarlo
solamente a un 5% de su rendimiento supone un gran cambio en la dindmica celular y, a veces,
como sucede en la Figura 5.7. el potencial de accidn no puede llegar a dispararse y, por lo tanto,
no podemos obtener resultados concluyentes de esa simulacion.
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A lo largo del desarrollo del trabajo varios casos similares fueron surgiendo y, como se vera mas
adelante, en algunas circunstancias no se ha podido simular bloqueo de corriente del 95%, sobre
todo a BCLs altos.

Una vez vistos los efectos que supone el bloqueo de una corriente i6nica principal en la dindmica
celular como es Inaca, Se procedi6 al andlisis de la diferencia entre dichos efectos para el modelo
con y sin mitocondria. En las Figuras 5.9 y 5.10 se puede ver la comparacion en el modelo de
perro y humano, respectivamente.
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Figura 5.9. Comparacion entre el modelo con (linea continua) y sin (linea discontinua) mitocondrias de

perro para un BCL igual a 500 ms. Se compara la evolucion temporal del potencial de membrana (A), la

concentracion de calcio intracelular (B) y la concentracion de calcio en el RS (C). La corriente Inaca ha
sido multiplicada por 0.25 (rojo) y 2 (azul).
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Figura 5.10. Comparacién entre el modelo con (linea continua) y sin (linea discontinua) mitocondrias de
humano para un BCL igual a 1000 ms. Se compara la evolucién temporal del potencial de membrana
(A), la concentracion de calcio intracelular (B) y la concentracion de calcio en el RS (C). La corriente

Inaca ha sido multiplicada por 0.25 (rojo) y 2 (azul).
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Para este andlisis se simuld, como en los casos anteriores, la evolucion temporal del PA y del
transitorio de calcio en el interior celular y el interior del RS blogueando la corriente Inaca €n
primer lugar un 75% (rojo) y en segundo lugar potenciandola al doble de su valor (azul). Para
poder determinar a simple vista si existen cambios por la introduccion de las mitocondrias, la
simulacién con mitocondrias es representada con una linea continua e indicada en la leyenda
como .cM. mientras que la simulacion sin mitocondrias es representada con la linea discontinua
e indicada en la leyenda como .sM..

En la Figura 5.9. (A) y la Figura 5.10. (A) se puede observar como ninguno de los dos modelos
muestra diferencias en la simulacion del potencial de accion, lo que indica que las mitocondrias
no varian de forma notable el perfil del PA tal como se habia demostrado en la Figura 5.5. (A) y
Figura 5.6. (A). Sin embargo, las simulaciones de las concentraciones de calcio intracelular
(Figura 5.9. (B) y Figura 5.10. (B)) y del RS (Figura 5.9. (C) y Figura 5.10. (C)) si muestran
diferencias notables entre el modelo con mitocondria 'y el modelo sin mitocondria tanto para perro
como para humano, siendo mayor el cambio en este Gltimo.

Las Figuras 5.10. (B) y 5.10. (C), indican una misma forma del transitorio, pero con una
disminucion Ilamativa en el valor de pico méximo de concentracion de calcio en el interior celular
y en el interior del RS cuando se afiade la formulacion de las mitocondrias al modelo. Esto indica
que al alterar el principal extractor celular de calcio, la bomba Na*/Ca?*, las mitocondrias ayudan
en la tarea de absorber parte de ese calcio acumulado y evitan que o bien se quede en el citosol o
bien tenga que ser absorbido por el RS. En el caso de la potenciacién de la corriente el cambio no
es tan llamativo porque al aumentar la cantidad de calcio que se extrae del interior celular, el papel
de las mitocondrias con el calcio intracelular ya no es tan relevante.

Asi queda demostrado, como se ha indicado anteriormente, la importancia de la introduccion de
las ecuaciones mitocondriales en el modelo de potencial de accién cardiaco, ante alteraciones
celulares.

Consecuencias sobre los biomarcadores de calcio

Los biomarcadores preclinicos de calcio (CaS, CaD, CaTTP y CaTD80) son diferentes parametros
cuya definicion y célculo quedan definidos en el apartado 4.2. Software de simulacion dentro del
médulo Ca_measures. Estos valores son obtenidos a partir del transitorio de calcio intracelular
para cada una de las 9 condiciones de blogueo de las 11 corrientes seleccionadas mediante el
software de automatizacion de las simulaciones y posteriormente son analizados a través de la
interfaz de usuario. Esta interfaz, como se ha explicado en el capitulo anterior, permite que el
usuario seleccione las corrientes que quiere bloquear y a qué BCL simular para mostrar después
por pantalla las gréficas de los biomarcadores con las condiciones elegidas.

Como también se ha comentado anteriormente, multiplicar la corriente por 0.05 (bloqueo del
95%) supone un bloqueo casi total del canal y, en algunos casos, impide alcanzar las condiciones
necesarias para disparar el potencial de accion o el potencial de accion que se dispara tiene una
forma anémala. Por ejemplo, al bloquear al 95% la corriente lca., que es la que atraviesa los
canales de calcio tipo L (canales de entrada de calcio), no se acumula suficiente calcio en el citosol
como para abrir los canales de calcio del RS y permitir que se acumule suficiente cantidad de este
ion para iniciar el proceso del PA. Sin embargo, se asume que los errores obtenidos se deben a
inconsistencias con la actividad bioeléctrica normal de la célula y no a errores en el modelo
matematico formulado. Cuando esto ocurre, los transitorios de calcio intracelular no siguen su
ciclo habitual y no se pueden obtener resultados validos de los biomarcadores de calcio. Por eso,
a la hora de representar algunas de las corrientes, se puede observar como el valor de los
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biomarcadores de calcio para el caso del factor de blogueo de 0.95 (factor multiplicativo de
corriente de 0.05), seré cero.

El objetivo de este trabajo no es solamente analizar como varian los biomarcadores de calcio con
el blogqueo de diferentes corrientes en el modelo con mitocondrias, sino observar cdmo cambia
esta variacién respecto a la que se produce en el modelo sin mitocondrias. De este modo, si la
variacion es representativa, se puede afirmar que la introduccién de las ecuaciones mitocondriales
si es un aspecto que considerar en los modelos matematicos de potencial de accion cardiaco.

Para poder estudiar esta variacion, la interfaz de usuario ofrece dos formas de visualizacion:

1. Representacion, en una misma grafica, del valor del biomarcador del modelo con
mitocondria mediante una linea continua y en el modelo sin mitocondria con una
discontinua. Asi, el usuario puede ver graficamente la distancia entre los valores.

2. Calculo del error relativo entre el valor del biomarcador en los modelos con y sin
mitocondria y representacion directa de ese valor.

En primer lugar, se mostraran los resultados obtenidos para el primer tipo de visualizacion y en
el apartado siguiente se comentard el error relativo correspondiente al segundo tipo de
visualizacion.

Tanto para el modelo de perro como para el de humano se representaron los 4 biomarcadores de
calcio para cada bloqueo o potenciacion de las 11 corrientes anteriormente mencionadas (Ina, Incx,
Inak, lcap, lcar, k1, lks, lkr, lreisr, lpump) €mpleando 9 factores multiplicativos (x0.05, x0.25, x0.5,
x0.75, x1, x1.25, x1.5, x1.75, x2) a 4 BCLs diferentes (350, 500, 1000, 1500). Esto supone un
total de 176 graficas teniendo en cuenta que la variacion del valor del biomarcador por los
diferentes factores multiplicativos se representa en una misma grafica siempre que no cambie la
corriente que esta siendo bloqueada.

Dado que la extension del presente trabajo no permite representar todas estas combinaciones, se
resumiran los resultados obtenidos y se visualizaran los mas representativos.

Analizando los datos se puede observar como las variaciones que se producen en el valor de los
biomarcadores por el bloqueo de las diferentes corrientes es practicamente el mismo para ambas
especies, perro y humano, aungue el valor de los biomarcadores en si no sea el mismo. Ademas,
el cambio también es igual para los 4 BCLs aunque cambie la magnitud de la concentracion o
aumente ligeramente el tiempo. Al tener las curvas de variacion la misma forma, el analisis que
se ha hecho engloba las cuatro posibilidades de estimulacién y los modelos de ambas especies,
aunque la que haya sido representada sea la de perro y para un BCL igual a 500 ms. A
continuacion, se procede a comentar los resultados observados.

En primer lugar, se puede afirmar que el bloqueo de las corrientes Icap, lto, Iks € k1 NO afecta a los
biomarcadores de calcio, porque el valor de los mismo se mantiene constante sin importar el factor
de bloqueo que se haya aplicado (Figura 5.11.). Por tanto, estas corrientes no tendrén un papel en
la regulacion intracelular de calcio.

Para el caso del blogueo de Ina Yy de lcaL (Figura 5.12.), los biomarcadores CaD y CaTD80 no se
ven afectados practicamente, pero el CaSy CaTTP si varian, aunque lo hacen de forma contraria.
Con el bloqueo de la corriente de sodio, mientras que el CaS es un poco superior cuanto mayor
es el blogueo y disminuye si se potencia la corriente, el CaT TP no disminuye con el bloqueo, pero
aumenta algunas unidades cuando se multiplica por x1.25 o factores superiores. Sin embargo,
cuando se bloquea la corriente de calcio el CaS aumenta conforme aumenta el factor
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multiplicativo y el CaTTP parte de un pico muy alto cuando el blogueo es mayor y disminuye
conforme lo hace el factor multiplicativo.
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Figura 5.11. Biomarcadores de calcio en modelo de perro para un BCL igual a 500 ms con las corrientes
Icap, o, Iks € lk1 bloqueadas o potenciadas con diferentes factores multiplicativos.
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Figura 5.12. Biomarcadores de calcio en modelo de perro para un BCL igual a 500 ms con las corrientes
Ina € Ica bloqueadas o potenciadas con diferentes factores multiplicativos

Para el caso del bloqueo del intercambiador NCX el resultado es muy parecido al bloqueo del
intercambiador Na*/K* (Figura 5.13.). Los biomarcadores de calcio sistolico y diastélico sufren
un pico a niveles de blogueo altos y van reduciéndose a medida que el factor multiplicativo
aumenta. Respecto al biomarcador CaTTP y el CaTD80, el blogueo del intercambiador Na*/K*
no tiene un gran efecto, pero el bloqueo del intercambiador NCX supone un aumento progresivo
de sus valores conforme aumenta el factor multiplicativo.
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Aplicar factores multiplicativos a Ik, (Figura 5.14) provoca un aumento del CaD, el CaTTP y el
CaTD80 cuando el canal esta bloqueado y una disminucion conforme se va potenciando la
corriente. En los dos primeros el cambio es mas notable. Sin embargo, produce el efecto contrario
en el Cas, ya que este valor aumenta conforme lo hace el factor multiplicativo.

Por ultimo, respecto de las corrientes ljpump € lreisr, €l CaS, el CaD y el CaTTP no varian mucho
exceptuando un pico en el CaD y un pico en el CaTTP cuando se bloguea un 75% la corriente
lipump € lreisr, respectivamente. EI CaTD80 aumenta conforme lo hace el factor multiplicativo de
la corriente lreisr y disminuye a la inversa del factor multiplicativo de ljpump.
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Figura 5.13. Biomarcadores de calcio en modelo de perro para un BCL igual a 500 ms con las corrientes
Incx € Inak bloqueadas o potenciadas con diferentes factores multiplicativos.
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Figura 5.14. Biomarcadores de calcio en modelo de perro para un BCL igual a 500 ms con las corrientes
lioump, Ireisr € Ikr blogqueadas o potenciadas con diferentes factores multiplicativos.
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53. ERROR RELATIVO ENTRE EL MODELO CON Y SIN
MITOCONDRIA

Para analizar ahora el cambio que se produce en la variacién de estos biomarcadores entre el
modelo con y sin mitocondria, recurrimos al calculo del error relativo entre ambos valores. Este
error ha sido definido en la ecuacion (40) y nos muestra numéricamente cuénto distan los valores
unos de otro en funcién de si el modelo incluye las ecuaciones de las mitocondrias o no. De este
modo, este podria ser otro factor que demuestre la importancia de la inclusion de esta formulacion
en los modelos matematicos de PA cardiaco.

Cabe destacar que el error relativo serd positivo si el valor del biomarcador en el modelo con
mitocondria es mayor que en el modelo sin mitocondria y negativo si se produce el caso contrario.
Ademas, también hay que tener en cuenta que los valores que se obtienen del calculo del error
relativo para el factor multiplicativo x0.05 son desorbitados y esto se debe a que, como se ha
comentado anteriormente, algunos biomarcadores no han podido ser calculados para un bloqueo
del 95% y quedan definidos como cero, por lo que al calcular ese error se obtiene como resultado
que ambos modelos distan mucho el uno del otro. Para evitar posibles errores, los valores
obtenidos para este factor multiplicativo no se tendran en cuenta.

5.3.1. Parametros multiplicativos de calibracién mitocondrial en valor nominal

De nuevo, al no ser posible representar todos los resultados, se ha decidido representar los errores
relativos en el modelo de perro para un BCL igual a 500 ms y en el modelo de humano para un
BCL igual a 1000 ms. Los resultados obtenidos en el primer caso se pueden observar en las
Figuras 5.15.,5.16. y 5.17. y los obtenidos para el segundo caso, en las Figuras 5.18., 5.19. y 5.20.
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Figura 5.15. Error relativo entre biomarcadores de calcio en modelo de perro con y sin mitocondrias
para un BCL igual a 500 ms con las corrientes Ina, Incx € Inak bloqueadas o potenciadas con diferentes
factores multiplicativos.
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En la Figura 5.15. se puede visualizar la influencia de las mitocondrias para el bloqueo de las
corrientes Ina, Incx € Inak. En ella se muestra que si existen diferencias entre ambos modelos y
sobre todo para el caso del CaTTP y CaTD80, donde el error alcanza el -2%.
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Figura 5.16. Error relativo entre biomarcadores de calcio en modelo de perro con y sin mitocondrias
para un BCL igual a 500 ms con las corrientes Icac, lcap, ljreisr € ljpumpsr bloqueadas o potenciadas con
diferentes factores multiplicativos.

Para el caso del blogueo de las corrientes lcar, lcap, ljreisr € ljpumpsr (Figura 6.16), se puede ver gran
cantidad de picos que muestran de nuevo una diferencia entre los dos modelos. El bloqueo de las
corrientes lca € ljpumpsr SON las que mas variaciones en el error relativo muestran, llegando a
alcanzar el -2.5%.
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Figura 5.17. Error relativo entre biomarcadores de calcio en modelo de perro con y sin mitocondrias
para un BCL igual a 500 ms con las corrientes ly, Ikr, lks € k1 bloqueadas o potenciadas con diferentes
factores multiplicativos.
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Por ultimo, la Figura 5.17. muestra, a primera vista, que la inclusion de las mitocondrias no supone
un cambio notable en los biomarcadores de calcio cuando se alteran las corrientes |, lkr, lks € lk1.
Sin embargo, este efecto es producido por el punto aislado u outlier del factor multiplicativo x0.05
gue hace que la parte superior de la grafica se concentre y no se puedan diferenciar bien las lineas.
Si aplicamos zoom sobre la grafica obtenemos que, cuando se alteran las corrientes |, Ik, lks €
Ik1, los biomarcadores CaS y CaD no varian practicamente, pero si se producen cambios hasta del
2% en los biomarcadores CaTTP y CaTD8O0.

Comparando estos resultados con los obtenidos en las simulaciones con otros BCLs se puede
afirmar que, cuanto mayor es el periodo de estimulacion, menor es el error cometido por no incluir
las mitocondrias en el modelo. Por ejemplo si analizamos la corriente Inak, €l mayor error
observado en el biomarcador CaTTP para el BCL igual a 500 ms era de -2%, pero para un BCL
igual a 350 ms encontramos errores de hasta 3.5% y -3% mientras que para un BCL igual a 1500
ms los valores rondan més entorno al 1%.

Sin embargo, también cabe destacar que el error mas grande que se ha encontrado para el caso
del perro se encuentra en el biomarcador CaTTP cuando se potencia la corriente ljpumpsr con el
factor multiplicativo x1.25. En ese caso se obtiene un error relativo del 14%.

En general, los errores calculados en el modelo de humano son similares a los de perro y varian
entre = 2-3.5 % como se puede ver en las Figuras 5.19. y 5.20. Las variaciones en los errores
también siguen con la dindmica que a mayores BCLs, menor error.

A pesar de que los valores son similares a los obtenidos para el perro, hay algunas ocasiones
concretas en que el error absoluto es ligeramente superior y puede alcanzar hasta un 10% como
se puede ver en el biomarcador CasS al bloquear la corriente Incx hasta el 25% (Figura 5.18.). El
error mas grande obtenido se observa al alterar la corriente Incx con un factor de blogueo de x0.5,
en ese caso el error relativo para el biomarcador CaTTP alcanza el valor de -38%.

A continuacién se muestran las graficas correspondientes a los errores en el modelo de humano.
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Figura 5.18. Error relativo entre biomarcadores de calcio en modelo de humano con y sin mitocondrias
para un BCL igual a 1000 ms con las corrientes Ina, Incx € Inak bloqueadas o potenciadas con diferentes
factores multiplicativos.
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Figura 5.19. Error relativo entre biomarcadores de calcio en modelo de humano con y sin mitocondrias
para un BCL igual a 1000 ms con las corrientes lcac, lcap, ljreisr € ljpumpsr bloqueadas o potenciadas con
diferentes factores multiplicativos.
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Figura 5.20. Error relativo entre biomarcadores de calcio en modelo de humano con y sin mitocondrias
para un BCL igual a 1000 ms con las corrientes ly, Ik, Iks € Ik1 blogueadas o potenciadas con diferentes
factores multiplicativos.
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5.3.2. Parametros multiplicativos de calibracion mitocondrial duplicados

Tal como se ha mencionado anteriormente, con el objetivo de hacer un analisis de sensibilidad,
se multiplicaron los pardmetros de calibracion mitocondrial fncx:mit Y funi:mit por 2 y por 0’5 (Tabla
4.5.) y se estudié como variaban los resultados a raiz de esos cambios.

A continuacién, se mostraran los errores relativos de los biomarcadores calculados entre el
modelo con y sin mitocondria con los pardametros multiplicativos de calibracién mitocondrial
duplicados.

En la Figura 5.21. se han representado los errores relativos mas altos obtenidos para el modelo de
perro. Estos se obtienen al alterar las corrientes lcar, lkr, lk1 € ljreisr para un BCL igual a 1500 ms.
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Figura 5.21. Error relativo entre biomarcadores de calcio en modelo de perro con y sin mitocondrias
para un BCL igual a 1500 ms con las corrientes lcac, lkr, lk1 € ljrasr blogueadas o potenciadas con
diferentes factores multiplicativos.

En el caso del modelo con los factores multiplicativos de calibracion mitocondrial duplicados no
se cumple la dindmica de que a mayor BCL, menor error. Como se muestra en la Figura 5.22. los
errores mayores se obtienen con el BCL mas grande simulado, 1500 ms. La caracteristica que se
debe destacar en este analisis es que, en este nuevo modelo de factores multiplicados, los errores
son ligeramente mayores que en el modelo con los factores en valor nominal. Mientras que para
el modelo original el maximo valor de error rondaba el 14% en el biomarcador CaTTP cuando se
potencia la corriente ljpumpsr CoON el factor multiplicativo x1.25, en este caso alcanza el -19%
cuando se bloquea la corriente Ik, a la mitad de su valor.

En las Figuras 5.22. y 5.23. se han representado los errores relativos més altos obtenidos para el
modelo de humano. Estos se obtienen al alterar las corrientes Inak, lca € lireisr (Figura 5.22.) y las
corrientes Incx e Ik (Figura 5.23.) para un BCL igual a 350 ms.

Como se puede observar, el modelo con los pardmetros multiplicativos de calibracion
mitocondrial duplicados devuelve resultados de error relativo mucho mayores que el modelo con
dichos factores en valor nominal. Mientras que el error maximo obtenido para el modelo de
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humano era del -38% en el biomarcador CaTTP en el modelo original, con los factores
multiplicados este valor asciende hasta el -90% para el caso del biomarcador CaS cuando se
encuentra alterada la corriente Ik, con un factor multiplicativo de x0.5. En este caso si se cumple
que, a mayor BCL, menor error.
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Figura 5.22. Error relativo entre biomarcadores de calcio en modelo de humano con y sin mitocondrias
para un BCL igual a 350 ms con las corrientes Inak, Ica. € ljreisr bloqueadas o potenciadas con diferentes
factores multiplicativos.
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Figura 5.23. Error relativo entre biomarcadores de calcio en modelo de humano con y sin mitocondrias
para un BCL igual a 350 ms con las corrientes Incx € Ikr blogueadas o potenciadas con diferentes
factores multiplicativos.
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5.3.3. Parametros multiplicativos de calibracion mitocondrial reducidos a la mitad

Por ultimo, en este apartado se analizaron los errores relativos de los biomarcadores calculados
entre el modelo con y sin mitocondria con los pardmetros multiplicativos de calibracion
mitocondrial reducidos a la mitad.

En la Figura 5.24. se han representado los errores relativos mas altos obtenidos para el modelo de
perro. Estos se obtienen al alterar las corrientes Ik € ljpumpsr para un BCL igual a 1500 ms.
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Figura 5.24. Error relativo entre biomarcadores de calcio en modelo de perro cony sin mitocondrias
para un BCL igual a 1500 ms con las corrientes Ikr e ljumpsr bloqueadas o potenciadas con diferentes
factores multiplicativos.

Igual que en el caso anterior, la conclusion que se obtiene es que la magnitud de los errores
obtenidos mediante el modelo con los factores multiplicativos de calibracién mitocondrial
reducidos a la mitad, para el modelo del perro, es mayor comparada con los obtenidos con el
modelo de los factores en su valor nominal. De nuevo, mientras que para el modelo original el
maximo valor de error rondaba el 14% en el biomarcador CaTTP cuando se potencia la corriente
lipumpsr cON el factor multiplicativo x1.25, en este caso, ante la misma situacion, alcanza el 30%.
También se puede afirmar que no se cumple con la dinamica de que a mayor BCL, menor error
ya que, como se puede ver en la Figura 5.24., los mayores errores se obtienen para un BCL igual
a 1500 ms.

En el caso del modelo de humano, si se obtienen errores mayores conforme menor es el BCL, es
por eso que los errores relativos més altos obtenidos para el modelo de humano se han obtenido
alterar las corrientes Ina, Ica € Ik para un BCL igual a 350 ms (Figura 2.25.). Igual que se ha
comentado que ocurria cuando se duplicaban los factores mitocondriales, al reducir su valor a la
mitad también aumenta notablemente el valor absoluto de los errores relativos méximos. Se repite
que, mientras que el error maximo obtenido para el modelo de humano era del -38% en el
biomarcador CaTTP en el modelo original, con los factores multiplicados este valor asciende
hasta el -100% para el caso del biomarcador CaS cuando se encuentra alterada la corriente Ik, con
un factor multiplicativo de x0.5. También se pueden destacar otros picos que superan ese valor
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como el error de -55% para el caso del biomarcador CaD o el error de 45% para el caso del
biomarcador CaTD80 cuando se encuentra alterada la corriente Ik, con un factor multiplicativo
de x0.5.
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Figura 5.25. Error relativo entre biomarcadores de calcio en modelo de humano con y sin mitocondrias
para un BCL igual a 350 ms con las corrientes Ina, IcaL € Ikr bloqueadas o potenciadas con diferentes
factores multiplicativos.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

Con este trabajo se pretendia demostrar la importancia de considerar las corrientes mitocondriales
dentro de los modelos mateméticos del corazon y como ello afecta al estudio de la regulacion del
calcio intracelular.

Para alcanzarlo, se adaptaron las ecuaciones gque describen la actividad bioeléctrica mitocondrial
formuladas en el modelo de Kim y otros (Kim et al., 2012) al modelo de perro de Decker y otros
(Decker et al., 2009) y el de humano de O’Hara y otros (Hara et al., 2011) siguiendo el mismo
planteamiento del trabajo de Ainhoa Asensio (Asensio Orts, 2017) para el modelo de conejo.

Cuando estos modelos computacionales estables ya estuvieron programados en Matlab, se disefi6
una interfaz gréafica basada en la ya creada por Isabel Albella (Albella Héctor, 2018) para poder
gjecutar sistematicamente todas las simulaciones computacionales necesarias en el estudio de la
actividad electrofisioldgica de los cardiomiocitos ventriculares.

En un primer lugar, se simularon, para una célula sana y en condiciones normales, la evolucion
temporal del PA y las concentraciones de calcio del interior de la célula y del interior del RS, que
se considerd que eran las simulaciones que mas informacion podian aportar. Estas graficas se
representaron para un mismo modelo con y sin mitocondrias para poder observar las diferencias
entre ellos. Los resultados fueron que, a priori, la introduccion de las mitocondrias no suponia un
gran cambio en el estudio del potencial de accion ni de las concentraciones de calcio.

Es por ello que se modifico ligeramente el modelo y se incluy6 en el software la opcion de simular
afladiendo diferentes factores multiplicativos a algunas de las corrientes i6nicas que se
consideraban mas importantes, imitando asi posibles efectos mutagénicos o efectos
farmacoldgicos. Estas corrientes fueron: la corriente entrante de Na* Ina y las de los dos
intercambiadores de sodio-calcio y sodio-potasio, Inaca O Incx € Inak; las corrientes entrantes de
calcio por los canales tipo P y tipo L, lpca € lca; 1as corrientes salientes de potasio Ik, Iks € Ikr; Ia
corriente ionica transitoria saliente de potasio ly; las dos corrientes de calcio pertenecientes al
reticulo sarcoplasmico, la de liberacidon de calcio al citosol lresr Y la corriente i6nica de la bomba
SERCA lpump,-

De nuevo se simul6 la evolucion temporal del PA y las concentraciones de calcio del interior de
la célula y del interior del RS, esta vez multiplicando las 11 corrientes por 9 factores
multiplicativos que iban desde reducir la corriente hasta un 5% de su intensidad hasta potenciarla
al 200%. Los resultados obtenidos en este caso si fueron relevantes, ya que se podian ver claras
diferencias entre las simulaciones de los modelos con y sin mitocondrias. De este modo, se
demostr6 que, ante alteraciones celulares, la introduccion de las ecuaciones mitocondriales en el
modelo de potencial de accion cardiaco si tiene un papel importante.

Por ultimo, para darle méas peso a la demostracion de esta hipotesis, se decidié analizar también
cuatro biomarcadores preclinicos del transitorio de calcio intracelular y ver cobmo el valor de estos
variaba entre los modelos con y sin mitocondrias. Los cuatro biomarcadores de calcio fueron:
CaD, CaS, CaTTP y CaTD80.
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Para facilitar la ejecucion y visualizacion de este Gltimo punto, se disefié y programé una interfaz
de usuario basada en la ya creada por Isabel Albella (Albella Héctor, 2018). Esta interfaz permitia
seleccionar qué corriente bloquear y con qué frecuencia de estimulacién simular para, seguido a
eso0, mostrar por pantalla el valor de los biomarcadores segun el factor multiplicativo aplicado a
la corriente. Con esto se llego a la conclusion de que las corrientes lcap, o, Iks € Ik1 NO afectan a
la regulacion de calcio intracelular, que la corriente Ik, es la que mas hace aumentar el calcio
diastdlico y el tiempo de pico cuando esta bloqueada y que Incx es la que mas hace aumentar el
calcio sistolico cuando también est& bloqueada.

Ademas, para facilitar el andlisis comparativo también se incluy6 la opcion de calcular y
representar directamente el error relativo entre los valores del biomarcador calculado segun el
modelo con y sin mitocondria. De este modo, se podia observar el error cometido por los modelos
al no incluir las mitocondrias.

En el modelo del perro se obtuvieron errores en valor absoluto de hasta el 14% y en el modelo
del humano, de casi el 40% empleando los factores multiplicativos de calibracién mitocondrial
en su valor nominal. La constatacion de la existencia de este error confirma de nuevo la necesidad
de la formulacidn correspondiente a estos organulos en los modelos matematicos de PA cardiaco.

Con la duplicacién y la reduccion de los factores multiplicativos de calibracién mitocondrial se
puede observar que los errores relativos en valor absoluto son mayores que en el caso nominal,
siendo estos 19% y 30% para el modelo de perro y 90% y 100% para el modelo de humano.
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CAPITULO 7. LINEAS FUTURAS

Una vez finalizado el presente trabajo de fin de grado y analizando las conclusiones obtenidas,
gueda confirmada la importancia de incluir las mitocondrias en los modelos de potencial de accion
en miocitos ventriculares.

Este estudio se ha realizado incluyendo solamente la corriente luni_mit del canal uniporter calcio y
la corriente Incx_mit del intercambiador Na*/Ca?* mitocondrial en el ciclo de regulacion del calcio
intracelular. Sin embargo hay otras corrientes que también atraviesan la membrana mitocondrial
y que no estan formuladas en el modelo. Por ejemplo, como se comento en el apartado 4.1. Modelo
matematico de las mitocondrias, en este trabajo se han modelado también las corrientes lgkca_mit,
Iskca mit € lkaTe_mit, qUe SON tres corrientes entrantes de potasio presentes en la membrana interna
mitocondrial. Sin embargo, al no tener datos experimentales numéricos para poder modelar el
intercambiador mKHE encargado de expulsar el potasio fuera de la mitocondria, no se ha podido
cerrar el circulo e incluir estas corrientes dentro de la dindAmica mitocondrial (aunque si se ha
incluido su formulacion matematica en el software desarrollado).

Por lo tanto, una posible linea futura seria obtener los datos experimentales necesarios y terminar
la formulacién del intercambiador. Como estas, existen otras corrientes mitocondriales que adn
no han sido estudiadas en profundidad y que abren una importante via de investigacion para la
ampliacion de este tipo de modelos.
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PRESUPUESTO

91



Estudio mediante modelado y simulacion del efecto de las mitocondrias en el potencial de
accion y la concentracion de calcio en células cardiacas

92



Estudio mediante modelado y simulacion del efecto de las mitocondrias en el potencial de
accion y la concentracion de calcio en células cardiacas

Para poder valorar econdmicamente el trabajo realizado, a continuacion se detallard el
presupuesto obtenido a partir de un estudio econémico teniendo en cuenta tanto los costes de
personal como los costes de ejecucion.

1. COSTES DE PERSONAL

Los costes de personal hacen referencia al salario que deberia recibir la mano de obra que ha
formado parte del proyecto. Para calcularlo se ha tenido en cuenta el coste por hora medio y las
horas trabajadas de cada uno de los involucrados.

Los costes por hora de cada individuo se calculan partiendo de un salario base, que variara en
funcion del perfil, y a este se le ha afiadido dos pagas extras a lo largo del periodo de tiempo
dedicado al proyecto y el coste de cada uno correspondiente a la cotizacion a la seguridad social.
Los costes de la seguridad social corresponden un 23.6% a las contingencias comunes
(enfermedad comun, accidente no laboral, permiso de paternidad o maternidad, jubilacién, etc.),
un 5.5% al seguro de desempleo, un 0.2% al fondo de garantia salarial (FOGASA) y un 0.6% a
la formacién profesional (datos obtenidos del portal del Ministerio de Trabajo, Migraciones y
Seguridad Social para agosto de 2019).

Para este proyecto se ha contado con la participacion de una estudiante de ingenieria biomédica
responsable de la elaboracién del trabajo y un doctor ingeniero industrial encargado de supervisar
y tutorizar dicho trabajo.

Considerando una jornada laboral completa de ocho horas diarias, a lo largo del afio un ingeniero
trabaja 1793 horas descontando dias festivos y vacaciones. Si se parte de un salario base de 1300
€/mes para el estudiante y de 2600 €/mes para el tutor, esto resulta en un coste por hora de 14.23
€/hora para el primero y 27.15 €/hora para el segundo.

Con ello, se obtienen los costes de personal detallados en la Tabla 1.1.
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Coste Cuota Coste
Descripcion del : Precio : imputable  patronal imputable
recurso SEES unitario Ry sincuota  (37.45%) total
patronal
Ingeniero
biomédico

€/h 14.23 € 300 h 4269 € 1498.74 € 5767.74 €

(estudiante)

Doctor

ingeniero

industrial €/h 27.15€ 60 h 1629 € 610.06 € = 2239.06 €
(tutor)

TOTAL 8006.8 €

Tabla 1.1. Costes de personal detallado por cada individuo involucrado en el proyecto.

2. COSTES DE EJECUCION

Dentro de los costes de ejecucion se incluyen los costes del material empleado para la realizacion
del proyecto, es decir, costes de software o programas informaticos y costes de hardware o
equipos informaticos.

Para el precio de los diferentes equipos y licencias de programas se ha considerado los valores
definidos para agosto de 2019 y para un calculo mas aproximado de los costes reales se ha tenido
en cuenta el factor de amortizacion, que corresponde al periodo de uso partido la duracién de la
licencia del software o la vida util del hardware.

EnlaTabla2.1. se pueden observar los costes de software y en la Tabla 2.2 los costes de hardware.

2.1. Costes de software

Descripcion Precio Duracion  Periodo FEIE);
P Unidad " 'c¢'9  Cantidad - uracl de Total
del recurso unitario licencia de uso
amort.
Microsoft
Office 365 €/licencia 69 € 1 1 afio 9 meses 9/12 51.75 €
MATLAB
R2018b €/licencia 800 € 1 1 afio 9meses  9/12 600 €
Windows
10 Home @ €/licencia 145 € 1 4 afos 9 meses 9/48 27.19 €

TOTAL 678,94 €

Tabla 2.1. Costes del software empleado en el proyecto teniendo en cuenta la duracion de la licencia y el
periodo de amortizacion.
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2.2. Costes de hardware

Descripcion Unidad Pr_eC|_o Cantidad  Vida il Periodo  Factor de Total
del recurso unitario de uso amort.
Portatil
ASZJlsoTP € 800 € 1 4 afnos 9 meses 9/48 150 €
TOTAL 150¢€

Tabla 2.2. Costes del hardware empleado en el proyecto teniendo en cuenta su vida Gtil y el periodo de
amortizacion.

3. COSTE TOTAL DEL PROYECTO

Uniendo los costes de personal y los costes de ejecucion calculados en los apartados anteriores,
se obtiene el coste final del proyecto tal como se muestra en la Tabla 3.1.

Costes de personal ~ Concepto Coste imputable
Ingeniero biomédico 4269 €
Doctor ingeniero industrial 1629 €
Total gastos de personal 8006.8 €
Costes de ejecucion  Concepto Coste imputable
Costes software 678,94 €
Costes hardware 150 €
Total gastos de ejecucion 828,94 €
COSTE TOTAL 8.835,74 €

Tabla 3.1. Coste total del proyecto incluyendo los costes de personal y los costes de ejecucion.
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