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RESUMEN

Hoy en dia, una de las causas mas importantes de morbilidad y mortalidad en paises
desarrollados son las arritmias cardiacas. Por este motivo su prevencion y tratamiento son uno
de los principales desafios de los sistemas de salud. Las mutaciones genéticas, cuyo estudio se
ha extendido en los ultimos afios, tienen gran importancia en la produccion de estas arritmias.

El objetivo de este trabajo final de master es modelizar la mutacién RyR2****’“ del canal de
liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmatico (RyR2) y la mutacioén del tipo CASQ2(-/-) de la
proteina calsequestrina. Para la modelizacidon de la mutacién del RyR2 se ha utilizado una
herramienta de ajuste automdtico de parametros. El modelo matematico celular empleado ha
sido el de cardiomiocito ventricular desarrollado por Grandi y colaboradores (2010) con las
modificaciones introducidas por Moreno y colaboradores (2013), que incorpora un modelo de
Markov del canal RyR. Para la mutacién CASQ2(-/-) nos hemos basado en el modelo
desarrollado por Yang y colaboradores (2015) y lo hemos adaptado para incluirla en el modelo
matemadtico utilizado en este estudio. Para el estudio poblacional se han modificado las
principales corrientes de membrana en un rango de +100% de su valor en control siguiendo
una distribucién uniforme. Para evaluar la importancia de las corrientes modificadas en la
poblacién se ha realizado una correlaciéon entre dichas corrientes y los biomarcadores
estudiados.

R¥97C reproduce los biomarcadores para la mutacién, es

El modelo de la mutacién RyR2
decir, un pico maximo de calcio intracelular de 4.63 y 5.53 mM a 2Hz con y sin beta
estimulacién respectivamente y 3.70 y 4.37 mM a 3Hz con y sin beta estimulaciéon. Un tiempo
de pico del calcio intracelular de 22.70 y 25.70 ms a 2Hz con y sin beta estimulaciéon y 29.90 y
31.60 ms a 3Hz con y sin beta estimulacion. La adaptacién la mutacion CASQ2(-/-) reproduce
las alteraciones electrofisioldgicas observadas, esto es la aparicién de actividad eléctrica
ectdpica entre los pulsos de la simulacion y de actividad espontanea al finalizar la estimulacion.
En el estudio poblacional se han obtenido 628 modelos validos cuya duracidn del potencial de
accion en control se encuentra dentro de los rangos fisioldgicos experimentales. Al introducir

R4497C en la poblacién se produce actividad eléctrica espontanea en 102 y 76

la mutacién RyR2
modelos a 2 y 3Hz respectivamente, en ambos casos con beta estimulacién. En el caso de la
mutacion de la calsequestrina esta cantidad asciende a 42 modelos a 2Hz sin beta
estimulacién, 513 a 2Hz con estimulacidn, 199 a 3Hz sin beta estimulacidn y 456 a 3Hz con
estimulacién. La bomba de sodio-potasio y la componente rapida de la corriente diferida de
potasio son las variables que presentan valores mayores de correlacién y por lo tanto las que

mas afectan a los biomarcadores.

En conclusion, se han modelizado y simulado las mutaciones RyR2"**’ y CASQ2(-/-)
causantes de la taquicardia ventricular polimdrfica catecolaminérgica. Se reproducen los
efectos observados experimentalmente para ambas mutaciones. El estudio poblacional
realizado sobre el modelo en control y los modelos de las dos mutaciones muestran que la
bomba de sodio-potasio y la componente rapida de la corriente diferida de potasio son las mas
relevantes a la hora de modificar los biomarcadores estudiados.
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ABSTRACT

Nowadays, cardiac arrhythmias are one of the most important causes of mortality and
morbidity in developed countries. For this reason, their prevention and treatment are among
the main challenges for the health services. Genetic mutations, which study has seen an
increase in recent years, do play an important role in the appearance of such arrhythmias.

The objective of this end of master project is to model the RyR2****’“ mutation of the

sarcoplasmatico reticulum calcium release channel (RyR2) and the CASQ2(-/-) type mutation of
the protein calsequestrin. In order to model the RyR2 mutation an automatic optimization tool
has been used. The mathematical cellular model that has been used is the one developed by
Grandi et al. (2010) with the modifications introduced by Moreno et al. (2013), this model
includes a Markov formulation for the RyR2 channel. For the CASQ2(-/-) mutation we have
adapted an existing model developed by Yang et al. (2015) and include it in the mathematical
model used in this study. For the population analysis we have modified the main membrane
currents in a range of £100% of its nominal value according to a uniform distribution. To
evaluate the importance of the modified currents in the population a correlation analysis has
been carried out between these currents and the studied biomarkers.

The model of the RyR2**’ mutation reproduces the biomarkers observed for the
mutation, that is, a maximum intracellular calcium peak of 4.63 and 5.53 mM at 2Hz with and
without beta stimulation respectively and 3.70 and 4.37 mM at 3Hz with and without beta
stimulation. An intracellular calcium time to peak of 22.70 and 25.70 ms at 2Hz with and
without beta stimulation and 29.90 and 31.60 ms at 3Hz with and without stimulation. The
adaptation of the CASQ2(-/-) mutation reproduces the electrophysiological alterations
observed experimentally, that is the appearance of ectopic electrical activity between pulses of
the simulations and spontaneous activity once the stimulation ceases. In the population study
628 models have been obtained, these models have been validated using experimental

physiological data. Introducing the RyR2"**¥’¢

mutation in the population causes 102 and 76
models to have spontaneous activity at 2 and 3Hz respectively, in all cases with the use of beta
stimulation. In the case of the CASQ2(-/-) mutation the amount of models increases to 42
models at 2Hz without beta stimulation, 513 at 2Hz with beta stimulation, 199 at 3Hz without
beta stimulation and 456 at 3Hz with beta stimulation. The sodium-potassium pump and the
fast component of the delayed potassium current are the variables which show higher values

of correlation.

RA97C and CASQ2(-/-) mutations responsible of the appearance of

In conclusion, the RyR2
cathecolaminergic polymorphic ventricular tachycardia have been modelled. Experimentally
observed effects have been reproduced for both mutations. Populations study shows that the
sodium-potassium pump and the fast component of the delayed potassium current are the

more relevant for the alterations of biomarkers.
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RESUM

Hui dia, una de les causes més importants de morbiditat i mortalitat en paisos
desenvolupats sén les arritmies cardiaques. Per aquest motiu la seua prevencié i tractament
son un dels principals desafiaments dels sistemes de salut. Les mutacions genétiques, I'estudi
de les quals s'ha estés en els Ultims anys, tenen gran importancia en la produccié d'aquestes
arritmies.

L'objectiu d'aquest treball final de master és modelitzar la mutacié RyR2***’C del canal
d'alliberament de calci del reticle sarcoplasmatic (RyR2) i la mutacio del tipus CASQ2(-/-) de la
proteina calsequestrina. Per a la modelitzacid de la mutacié del RyR2 s'ha utilitzat una eina
d'ajust automatic de parametres. EI model matematic cel-lular empleat ha sigut el de
cardiomiocito ventricular desenvolupat per Grandi i col-laboradors (2010) amb les
modificacions introduides per Moreno i col-laboradors (2013), que incorpora un model de
Markov del canal RyR. Per a la mutacié CASQ2(-/-) ens hem basat en el model desenvolupat
per Yang i col-laboradors (2015) i I'hem adaptat per a incloure-la en el model matematic
utilitzat en aquest estudi. Per a I'estudi poblacional s'han modificat els principals corrents de
membrana en un rang de £100% del seu valor en control seguint una distribucié uniforme. Per
a avaluar la importancia dels corrents modificats en la poblacié s'ha realitzat una correlacio
entre aquests corrents i els biomarcadores estudiats.

El model de la mutacié RyR2***’¢

reprodueix els biomarcadors per a la mutacid, és a dir, un
pic maxim de calci intracel-lular de 4.63 i 5.53 mm a 2Hz amb i sense beta estimulacié
respectivament i 3.70 i 4.37 mm a 3Hz amb i sense beta estimulacié. Un temps de pic del calci
intracel-lular de 22.70 i 25.70 ms a 2Hz amb i sense beta estimulacié i 29.90 i 31.60 ms a 3Hz
amb i sense beta estimulacid. L'adaptacié la mutacié CASQ2(-/-) reprodueix les alteracions
electrofisioldgicas observades, aix0 és |'aparicié d'activitat eléctrica ectopica entre els polsos
de la simulacié i d'activitat espontania en finalitzar I'estimulacié. En I'estudi poblacional s'han
obtingut 628 models valids la duracié dels quals del potencial d'accié en control es troba dins

dels rangs fisiologics experimentals. En introduir la mutacié RyR2"**’¢

en la poblacié es
produeix activitat electrica espontania en 102 i 76 models a 2 i 3Hz respectivament, en tots dos
casos amb beta estimulacid. En el cas de la mutacié de la calsequestrina aquesta quantitat
ascendeix a 42 models a 2Hz sense beta estimulacid, 513 a 2Hz amb estimulacid, 199 a 3Hz
sense beta estimulacié i 456 a 3Hz amb estimulacié. La bomba de sodi-potassi i la component
rapida del corrent diferit de potassi son les variables que presenten valors majors de

correlacié i per tant les que més afecten els biomarcadors.

En conclusid, s'han modelitzado i simulat les mutacions RyR2****’¢ i CASQ2(-/-) causants de
la taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica. Es reprodueixen els efectes observats
experimentalment per a totes dues mutacions. L'estudi poblacional realitzat sobre el model en
control i els models de les dues mutacions mostren que la bomba de sodi-potassi i la
component rapida del corrent diferit de potassi sén les més rellevants a I'hora de modificar els
biomarcadors estudiats.
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MEMORIA






1. MOTIVACION

Los avances tecnoldgicos de los ultimos afos han permitido obtener un mayor
conocimiento de los genes y sus alteraciones. En particular, las mutaciones genéticas cardiacas
pueden llevar asociadas problemas relacionados con la aparicidn de arritmias potencialmente
mortales. Estas arritmias son una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en los
paises desarrollados, por lo que su prevencion y tratamiento son un desafio para los sistemas
de salud.

Los modelos matematicos computacionales han demostrado ser una herramienta muy util
para estudiar los efectos de las diferentes mutaciones sobre la electrofisiologia celular. Sobre
un modelo se pueden realizar las modificaciones necesarias para intentar reproducir los
efectos de una mutacién. Esto resulta mucho mds sencillo que recurrir a técnicas
experimentales para lograr el mismo objetivo.

En este trabajo final de master se han modelizado dos mutaciones de la dinamica del calcio
relacionadas con la aparicion de la taquicardia ventricular polimdrfica catecolaminérgica. Por
un lado, la mutacién RyR2%**’C del canal de liberacién de calcio del reticulo sarcoplasmatico,
para la cual se ha utilizado una herramienta de ajuste automatico y, por otro, la mutacion del
tipo CASQ2(-/-) de la proteina tampdn calsequestrina, para la cual se ha adaptado un modelo
ya existente. Finalmente, se ha realizado un estudio poblacional introduciendo las dos
mutaciones en una poblacion de modelos, generado a partir de un modelo de miocito
ventricular de humano promedio en el que se han modificado las conductancias de las
principales corrientes de membrana. La utilizacidn de una poblacién de modelos permite
contemplar los efectos de la variabilidad natural existente en los seres vivos, y su efecto sobre
las diferentes mutaciones.



2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es modelizar las mutaciones RyR2****’ y CASQ2(-/-)
responsables de la apariciéon de la taquicardia ventricular polimdrfica catecolaminérgica, y

observar sus efectos en una poblacién de modelos.

R4497C

Para ello, se utilizardn los datos experimentales disponibles para la mutacién RyR2 en
la literatura cientifica, haciendo uso de una herramienta de ajuste automatico de pardmetros,
y un modelo existente de la mutacién CASQ2(-/-) que se adaptard al modelo de miocito
ventricular de humano utilizado en este estudio.

Los objetivos secundarios necesarios para desarrollar el trabajo son:

1.

Modelizar la mutacién RyR2****’° del canal RyR usando un modelo de miocito
ventricular de humano.

Adaptar el modelo existente de la mutacion del tipo CASQ2(-/-) de la calsequestrina
a un modelo de miocito ventricular de humano.

Generar una poblacién de modelos de cardiomiocitos ventriculares que reproduzca
la variabilidad natural presente en los seres humanos.

Estudiar el efecto de la mutacién RyR2****’C del canal RyR y de la mutacién del tipo
CASQ2(-/-) de la calsequestrina en la generacidn de actividad eléctrica espontédnea
utilizando una poblaciéon de modelos de cardiomiocitos ventriculares humanos.
Estudiar los efectos de las principales corrientes de la membrana celular sobre los
biomarcadores celulares relacionados con las mutaciones consideradas en este
estudio.



3. INTRODUCCION

A continuacién, se realizara una introduccién a la morfologia y fisiologia del corazoén, asi
como del aparato circulatorio, con el objetivo de entender los conceptos expuestos
posteriormente y el comportamiento del érgano en cuestion.

3.1 ANATOMOFISIOLOGIA

El corazon es el principal 6rgano del sistema circulatorio, se trata de una bomba
muscular con capacidad contractil que genera suficiente presién para desplazar la sangre
por todo el cuerpo. Gracias a esta capacidad realiza su funcidn, suministrar nutrientes y
oxigeno al resto de tejidos y retirar los productos de deshecho que los mismos producen.

En cuanto a su localizacidon anatdmica, el corazén se situa en la parte central del térax,
en el mediastino medio e inferior. Tiene forma piramidal con el vértice hacia abajo e
inclinado hacia la izquierda. Su base se encuentra en la parte superior, de la que surgen los
grandes vasos. En relacién con el resto de érganos, se localiza entre los dos pulmones,
apoyado sobre el diafragma y detras del esterndn. En la figura 1 se presenta un esquema
del torso con la localizacién anatémica del corazén.

Segundo espacio

Tercer cartilago costal intercostal

Sexto cartilago costal Quinto espacio

intercostal

Linea medioclavicular

Figura 1: Localizacion del corazdn en la caja toracica. Tomada de Drake et al. (2010).

El corazén es un érgano hueco que presenta cuatro cavidades, dos superiores llamadas
auriculas y dos inferiores llamadas ventriculos. La auricula y ventriculo derechos (AD y VD
respectivamente) se encuentran comunicados por la valvula tricispide mientras que sus
homélogos del lado izquierdo (Al y VI) lo estan por la valvula mitral. Estas cuatro cdmaras,
junto con los vasos sanguineos, conforman dos circuitos circulatorios que se encargan de
llevar la sangre al resto del organismo (figura 2-B). A continuacién se explicaran dichos
circuitos:



e Circulacién mayor: También llamada sistémica ya que es la que lleva la sangre cargada
de oxigeno y nutrientes a todo el organismo y recoge los productos de deshecho del
mismo. Comienza en el VI que impulsa la sangre hacia la arteria aorta, la sangre realiza
su recorrido por el cuerpo y finalmente retorna al corazén a través de las venas cavas
(superior e inferior) que se insertan en la auricula derecha. El mayor tamafio de este
circuito justifica el hecho de que la pared muscular del ventriculo izquierdo sea mas
gruesa que la del derecho.

e Circulacion menor: También llamada pulmonar, se trata de un circuito de menor
envergadura. La sangre desoxigenada que ha llegado a la auricula derecha pasa al
ventriculo derecho y de ahi es bombeada a través de las arterias pulmonares que,
como su nombre indica, conducen el fluido hacia los pulmones. Alli tiene lugar el
intercambio gaseoso donde la sangre se vuelve a oxigenar. Dicha sangre retorna por
las venas pulmonares a la auricula izquierda y comienza el ciclo de nuevo.

CABEZA Y EXTREMIDAD SUPERIOR

Vena cava superior

Aurfeula izquierda Aorta

Al

Aorta

Sangre oxigenada

Arteria pulmonar

Vena cava
superior Bomba
izquierda

i Ventricul dl
Auricula derecha Bomba il e
Vélvula / : R
) ulmonares

pulmonar \ ?\uricula Valvula
Vélvula izquierda

tricuspide Valvula mitral

Ventriculo derecho Vélvula adrtica

Vena cava ; Ventriculo
inferior izquierdo

\
TRONCO Y EXTREMIDAD INFERIOR

|-l

Figura 2: A. Estructura interna del corazén con las cavidades, vasos y valvulas. B.
Representacion esquematica de los circuitos circulatorios. Tomado de Drake et al. (2010).

El ciclo cardiaco comprende todos los eventos mecanicos que ocurren en el corazén de
forma periddica y que permiten el correcto flujo sanguineo. En este ciclo, existen dos
procesos principales, la sistole o contraccién y la didstole o relajacion.

Durante la sistole, la presion intraventricular es inferior a la existente en las auriculas,
esta diferencia de presion provoca la apertura de las valvulas auriculo-ventriculares (AV) y
el flujo de sangre hacia los ventriculos que se van llenando rdpidamente. Posteriormente se
produce un pequefio flujo de sangre directamente de las venas a los ventriculos, llamado
diastasis. Por ultimo, esta fase termina con la sistole auricular, en la que se contraen dichas
cavidades y se termina de expulsar la sangre hacia su ventriculo correspondiente.

A continuacidn, se produce la sistole. Durante esta etapa se produce la expulsion de la
sangre de los ventriculos a través de las arterias. La sistole comienza con una contraccién
isovolumétrica (sin cambio de volumen) que incrementa la presion intraventricular hasta
que se produce la apertura de las vdlvulas aortica y pulmonar. De esta forma, la sangre
empieza a salir de los ventriculos hacia el organismo. Pasado un tiempo, esa contraccidn
pierde eficacia y el flujo saliente de sangre decrece. En ese momento se produce una
contraccion muscular apreciable que termina de vaciar los ventriculos. A continuacidn,
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tiene lugar la relajacion ventricular, que hara descender la presién para que comience de
nuevo la diastole. Cabe mencionar que en la Ultima etapa (la relajacion) la sangre intenta
retornar de las arterias a los ventriculos, sin embargo las valvulas aortica y pulmonar se
cierran evitando el retorno (Ferrero Corral et al., 1994; Hall & Guyton, 2011).
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Figura 3: Representacion de los cambios de presién y volumen que tienen lugar en las
diferentes estructuras cardiacas durante el ciclo cardiaco. Modificado de Hall & Guyton
(2011).

3.2 ELECTROFISIOLOGIA

El corazéon es un musculo y, como tal, estd formado por células musculares o
cardiomiocitos. Estas células son un tipo especial de células musculares solo presentes en
este organo y que poseen caracteristicas de las células estriadas (contraccion fuerte) y de
las células lisas (contraccidon involuntaria). Existen tres tipos fundamentales de
cardiomiocitos:

e Nodales: Su principal caracteristica es la autoexcitabilidad, por la cual son capaces
de generar impulsos excitatorios de forma auténoma. No poseen excesiva
capacidad contrdctil.

e Conductores: Se ocupan de trasladar los impulsos eléctricos generados en los
nodales al resto de miocitos cardiacos. También poseen capacidad contractil
reducida.

e Trabajo: Las células musculares de trabajo se encargan de producir la contraccidn
efectiva del érgano. Existen miocitos de trabajo auricular y ventricular.



Los miocitos cardiacos se organizan en fibras conectadas a través de unas estructuras
denominadas gap junctions que permiten la transmisidon de los potenciales de accién (PA).
De esta manera se genera una red de miocitos que permiten al corazén comportarse como
un sincitio funcional que se contrae de forma sincrona (tanto en las auriculas como en los
ventriculos) (Hall & Guyton, 2011).

Figura 4: Esquema de la interconexidn de los cardiomiocitos. Tomado de Hall & Guyton
(2011).

En cuanto al sistema de excitacién y conduccidn eléctrica responsable de generar los
potenciales de accién y transmitirlos al resto de cardiomiocitos, este comienza en el nodo
sinoauricular (SA). Dicho nodo se situa en la pared posterolateral superior de la auricula
derecha y se compone fundamentalmente de cardiomiocitos nodales. La principal
caracteristica de esta regién es la autoexcitabilidad que permite a los cardiomiocitos
generar impulsos eléctricos ritmicos que se transmiten al resto del érgano. La frecuencia de
disparo del nodo puede ser regulada mediante neurotransmisores en funcién de las
necesidades fisiolégicas de los individuos.

Tras el disparo del potencial de accidn, éste se propaga de la auricula derecha a la
izquierda a través de la rama de Bachman, excitando el tejido y produciendo la contraccion
auricular a su paso. Una vez ha recorrido todas las auriculas, el estimulo llega al nodo AV
que separa las auriculas de los ventriculos. La principal funcidn de este nodo es ralentizar la
propagacion del impulso para permitir un correcto bombeo sanguineo. Ademads, el nodo AV
actua de filtro, de manera que si en las auriculas se produce una frecuencia de disparo
excesivamente elevada, el nodo impide que todos esos impulsos lleguen a los ventriculos y
desencadenen consecuencias graves. Al tratarse de cardiomiocitos nodales, éstos también
poseen capacidad de autoexcitacidn, sin embargo su frecuencia de disparo es inferior a la
del nodo SA y solo actla como marcapasos si dicho nodo falla.

Finalmente, el impulso llega a los ventriculos y se propaga por el haz de His, que se
encuentra localizado en el tabique interventricular. Posteriormente éste se divide en dos
ramas, llamadas fibras de Purkinje, que conducen el impulso a los ventriculos permitiendo
la contraccion de los mismos desde la dpex hasta las auriculas y la correcta expulsion de la
sangre (Hall & Guyton, 2011). En la figura 5 se presenta un esquema del sistema de
conduccion.
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Figura 5: Sistema de conduccion cardiaco. Tomado de Costanzo (2011).

3.3 MEMBRANA CELULAR

La membrana celular es una bicapa lipidica fina, eldstica y flexible. Posee un grosor de
entre 7.5 y 10 nm y su funciéon es separar el medio extracelular del intracelular. La
membrana celular estd compuesta de fosfolipidos y proteinas. Los primeros son moléculas
anfipaticas que poseen una zona polar orientada hacia los medios intra y extracelulares y
una zona apolar hacia el interior, conformando asi la bicapa. En cuanto a las proteinas,
éstas se pueden localizar en cualquiera de las dos caras de la bicapa o incluso atravesarla
por completo formando canales que atraviesan la membrana. Estas proteinas realizan
funciones diversas, como la unién celular, proteccién, reconocimiento celular, etc. En la
figura 6 se presenta un esquema de la estructura de la membrana (Hall & Guyton, 2011).

Figura 6: Estructura de la membrana celular, bicapa lipidica, proteinas integradas y
canales. Tomado de Raisman & Gonzalez (2013).



Como se ha comentado anteriormente, la membrana se encarga de separar el interior
de la célula del medio extracelular, sin embargo también actia de mediador entre dichos
compartimentos. Una de las principales funciones de esta estructura y la que interesa para
el estudio es el transporte idnico a través de la membrana. Este transporte permite regular
el equilibrio de las concentraciones iénicas durante el reposo. La alteracion ciclica de dicho
equilibrio es la responsable de la generacidon de los potenciales de accidn (Ferrero Corral et
al., 1994; Hall & Guyton, 2011). En la figura 7 se presenta un grafico con los principales
iones intra y extracelulares y sus proporciones en cada medio.
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Figura 7: Concentraciones de los iones mas abundantes en los medios intra y
extracelulares.

Como se ha mencionado, la alteracidn del equilibrio idnico es la responsable del disparo
de los potenciales de accidn. Este desequilibrio se consigue mediante el transporte de iones
a través de la membrana. Dicho transporte esta gobernado por dos tipos de fuerzas:

e Difusion:

Este tipo de fuerzas se generan por las diferencias existentes en las concentraciones de
los iones entre los dos medios. Siempre que dichas concentraciones no sean iguales y los
iones se puedan desplazar se producird un flujo idénico a favor del gradiente de
concentracién, es decir, de las zonas con mayor concentracion a las de menor.

Dado que la membrana celular separa los medios extra e intracelular los iones deben
atravesarla. Las proteinas de membrana son las que se encargan de regular dicho
intercambio idnico. En funcién de la necesidad o no de gasto energético para realizar el
transporte idnico se pueden distinguir dos mecanismos:

— Mecanismos pasivos: No necesitan aporte energético para que se produzca el
transporte idnico, ya que éste tiene lugar a favor de las fuerzas de difusion, a favor
del gradiente. Existen tres tipos diferentes de mecanismos pasivos:
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= Canales idnicos: Son proteinas transmembrana que forman un poro deformable
a través del cual se produce una difusién selectiva (tan solo ciertos tipos de
iones pueden atravesar cada canal). Los canales se cierran y abren permitiendo
el paso de sustancias en funcion de las condiciones del medio (quimicas,
temperatura, estimulos, etc.)

= Difusion simple: Algunos iones y moléculas de pequefio tamafio pueden
atravesar la membrana directamente, si bien esta tiene una permeabilidad baja
y esta difusion es de pequeio orden de magnitud.

= Intercambiadores y co-transportadores: Realizan un fenédmeno conocido como
difusién facilitada, por el cual se aprovecha el transporte a favor de gradiente de
un ion para transportar otro diferente en contra de su gradiente.

— Mecanismos activos: Estos mecanismos requieren de un aporte energético externo
suministrado por la desfosforilacién del adenosin trifosfato (ATP). Con esta energia
transportan iones en contra de su gradiente de concentracién. Ejemplos de estos
mecanismos son las bombas de sodio-potasio y la de calcio (Ferrero Corral et al.,
1994; Ferrero y de Loma-Osorio, 2016).

e Campo eléctrico

Es el segundo mecanismo, complementario a la difusidn por gradiente de concentracion.
Al ser los iones moléculas cargadas, su presencia en diferente proporcién en los medios
intra y extracelular provoca una diferencia de potencial entre los medios, por lo que los
iones se desplazaran en ese campo eléctrico en funcién de su carga.

A la diferencia de potencial antes descrita se le denomina potencial de membrana (V,,) y
se calcula como la diferencia entre el potencial intracelular (V;) y el extracelular (V.).

Vp=Vi— 1, (Ec. 1)

Observando la ecuaciéon 1 podemos distinguir tres situaciones: que el potencial de
membrana sea positivo, negativo o cero. Para las explicaciones posteriores no
consideraremos el caso transitorio cuando el potencial es cero. A continuacién, se explicara
la situacién en la que el potencial es positivo (V;> V). En primer lugar, se expondra el efecto
exclusivo del campo eléctrico en los principales iones y, posteriormente, se afadira el
efecto de la difusion.

— Na', Ca* y K': Al tener carga positiva, en la situaciéon en la que nos encontramos
estos iones tenderan a salir de la célula por el campo eléctrico.

— CI': Dado que su carga es negativa tenderd a entrar en la célula si el potencial de
membrana es positivo.

Cuando ponemos en conjunto los efectos de las fuerzas de difusidon y campo eléctrico
pueden darse dos situaciones: que ambas empujen a los iones en el mismo sentido o que
estas se opongan. A continuacién, se explicard lo que sucede para cada idn:
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— Na'y Ca*%: Como se apreciaba en la figura 7, estos iones tienden a entrar en la
célula por difusidn al ser la concentracidn intracelular de los mismos superior a la
extracelular. Sin embargo por campo eléctrico, si el potencial de membrana es
positivo, tenderan a salir de la célula. Dado que estas dos fuerzas son de una
magnitud similar, la oposicidon de las mismas genera una corriente resultante nula.

— CI'y K": En este caso el ion cloro tiende a entrar en la célula por difusién mientras
que el ion potasio tiende a salir de la misma por difusién. En ambos casos el sentido
de esta fuerza es el mismo que el de campo eléctrico por lo que la resultante sera
una entrada de cloro y salida de potasio.

En la figura 8 se han representado las fuerzas de difusién (DIF) y campo eléctrico (ELE)
de los principales iones, ademds algunas bombas e intercambiadores presentes en la
membrana como el co-transportador de K*/CI’, el intercambiador Na*/Ca*?, la bomba Na*/K*
y la bomba de Ca*.

MEDIO EXTRACELULAR

K71

[Ca?*],

MEDIO INTRACELULAR

Figura 8: Esquema del movimiento de los principales iones entre el medio intra 'y
extracelular cuando el potencial de membrana es negativo. Tomado de Ferrero y de Loma-
Osorio (2016).

Como se puede observar, en la figura 8 se representa la situacién opuesta a la explicada
anteriormente.

3.4 POTENCIALES DE ACCION

Los potenciales de accién son la principal sefal eléctrica de las células excitables, es
decir, las neuronas y células musculares. Estos potenciales son la forma de transmisién de
los estimulos excitatorios. Los impulsos se transmiten a través de los axones neuronales del
sistema nervioso vy, al llegar a los musculos, provocan la contraccién muscular.

El potencial de accién es la medida de la diferencia de potencial entre el medio
intracelular y el extracelular. En la propagacion de los potenciales de accidn se produce una
rapida inversién de la polaridad de la membrana seguida de un retorno al equilibrio. Estos
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fendmenos se denominan despolarizacién y repolarizacion respectivamente. Para que
tenga lugar la despolarizacidn es necesario aplicar a la célula un estimulo eléctrico superior
a un determinado umbral. Dicho estimulo puede provenir de células adyacentes o de una
fuente externa como un electrodo.

Dependiendo del tipo de célula y la funcién que ésta realice, los potenciales de accion
tendran diferentes morfologias. Estas morfologias vienen determinadas por el cierre y
apertura de los diferentes canales iénicos celulares.

En cuanto a los potenciales de accion miocdrdicos, presentan diferentes morfologias en
funcién de la zona del sistema de conduccién en la que se registren. A pesar de esas
diferencias, la mayoria de los potenciales miocardicos presentan las mismas fases. Un caso
especial son los potenciales de accién del nodo sino-auricular ya que, debido a su
automaticidad, no presentan un potencial de reposo estable. En la figura 9 se presenta un
esquema del potencial de accidn del nodo sino-auricular.
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Figura 9: Representacidn del potencial de accidén ventricular y las principales corrientes
gue lo conforman. Tomado de Itaca.

Como se observa en la figura anterior podemos distinguir varias fases en el potencial de
accion del nodo. A continuacion, se detallaran estas fases:

e Fase 0: En esta fase ocurre la despolarizacidon. Se produce una rapida inversién del
potencial de membrana, que pasa a ser positivo. La principal corriente que
interviene en esta fase es la corriente de sodio (ly,). Cuando, ante la llegada de una
corriente de excitacion, el potencial de membrana se eleva hasta alcanzar un
determinado umbral los canales sodio se abren bruscamente y se produce la
entrada de iones Na*. Aunque la corriente de sodio es la mdas importante, hacia el
final de esta fase se activa también la corriente entrante de calcio tipo L (Ica.).

e Fase 1: Repolarizacién temprana. Se activa la corriente saliente de potasio (l,,) que
provoca una pequefia repolarizacién de la membrana.
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e Fase 2: Meseta. El potencial se mantiene practicamente constante. Este equilibrio
se debe a tres corrientes: en primer lugar, continda la corriente de calcio tipo L que
comenzé en la fase 0. En segundo lugar, estan activas dos corrientes salientes de
potasio, una rdpida (l) y otra lenta (ls). Estas corrientes se compensan dando lugar
a la constancia del potencial de membrana, que continua siendo positivo.

e Fase 3: Repolarizacién. El potencial de membrana recupera su valor de reposo
negativo. La corriente de calcio tipo L se inactiva mientras que la de potasio
continua, por lo que se rompe el equilibrio anteriormente mencionado. Al final de
esta etapa se activa otra corriente de potasio (ly1).

e Fase 4: Reposo. El potencial de membrana permanece constante en un valor de
reposo diastdlico. Este valor es similar al de equilibrio del potasio, ya que son estos
canales los que permanecen abiertos a valores negativos del potencial de
membrana.

3.5 ARRITMIAS CARDIACAS

Las arritmias cardiacas son la fisiopatologia cardiaca mds frecuente. Se producen por
una alteraciéon de la generacién o conduccién del impulso eléctrico que provoca una
variacion del ritmo cardiaco. Esta alteraciéon puede tener distintas manifestaciones, como
cambios de la frecuencia cardiaca o la secuencia de activacién de las regiones del corazén.
Si el gasto cardiaco, la cantidad de sangre bombeada por minuto, se ve seriamente
afectado la arritmia puede ser potencialmente mortal. Entre las causas desencadenantes de
arritmias estdan:

e Anormalidad en la frecuencia del nodo sino-auricular.
e Interrupcidn de la via de conduccién normal.
e Estimulacidn en zonas del corazén diferentes al nodo sino-auricular.

Las arritmias se pueden clasificar segun diferentes puntos de vista:

e Origen del impulso: Las arritmias pueden ser ventriculares o supraventriculares,
dependiendo del lugar donde tenga lugar la alteracién del ritmo.

e Frecuencia: Si la frecuencia cardiaca es mayor a 100 pulsaciones por minuto se
denomina taquicardia. Por otro lado, si es menor de 60 pulsaciones por minuto se
llamara bradicardia. En general los aumentos y disminuciones de la frecuencia
cardiaca no son necesariamente patoldgicos, ya que la frecuencia varia de forma
fisiolégica en funcidn de las necesidades metabdlicas. Asi, cuando se hace ejercicio
el corazén estd taquicardico mientras que cuando estamos dormidos estd
bradicardico.

e Duracidn y aparicién: Se denominan arritmias paroxisticas cuando aparecen y
desaparecen de forma aleatoria. Tienen una duracién variable pero finita que oscila
entre segundos y dias. Si por el contrario persisten en el tiempo se denominan
cronicas.
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e Hemodinamica: Las arritmias serdn estables si no afectan al gasto cardiaco,
asintomaticas. Por el contrario, sera inestable si el gasto cardiaco se ve afectado,
presentando sintomas apreciables.

e Prondstico: Si las arritmias son asintomaticas y poseen tratamiento son benignas.
Por otro lado, las malignas pueden llegar a causar la muerte (Montagud Balaguer,
2015).

A continuacidn se presentan las principales arritmias:
Arritmias supraventriculares:

Bradicardia sinusal: El ritmo del nodo sinusal estimula a una frecuencia inferior a 60
latidos por minuto.

Taquicardia sinusal: El ritmo del nodo sinusal es superior a 100 latidos por minuto.
Paro sinusal: El nodo sinusal deja de estimular.

Flutter auricular: Ritmo rapido y uniforme de las auriculas, se genera por la
recirculacién de un impulso eléctrico.

Fibrilacion auricular: Ritmo rapido e irregular producido por una actividad eléctrica
cadtica.

Arritmias ventriculares:

Taquicardia ventricular: Ritmo rapido generado en los propios ventriculos.

Flutter ventricular: Taquicardia ventricular muy rapida, si no se detiene puede
desencadenar una fibrilacién ventricular.

Fibrilacidon ventricular: Se trata de la arritmia mas grave, capaz de causar la muerte en
minutos. Se produce un ritmo cadtico en los ventriculos sin latido efectivo.
Extrasistoles: Latido prematuro que se genera en los ventriculos y se adelanta al
estimulo que viene desde las auriculas.

Trastornos de la conduccion:

Bloqueos auriculo-ventriculares: Dificultad en la transmisién del impulso desde el nodo
auriculo-ventricular al haz de His. Se clasifican en tres grados:
o Primer grado: Todos los estimulos son transmitidos, aunque lo hacen con
retraso.
o Segundo grado: Algunos estimulos son bloqueados mientras que otros
consiguen pasar con o sin retraso.
o Tercer grado: Todos los estimulos son bloqueados.
Blogqueos de rama: Se produce un bloqueo de una de las ramas del haz de His, de
forma que la contraccion de los ventriculos no es sincrona.

Un caso particular de arritmia, de interés para este estudio, es la taquicardia ventricular

polimérfica catecolaminérgica (CPVT por sus siglas en inglés). Se trata de una arritmia letal

que, bajo condiciones de estrés, causa muerte subita a los sujetos que la padecen. Suele

manifestarse en nifios y adultos jovenes y se trata de una patologia genética (Domingo et

al., 2014) cuyos mecanismos de actuacion no estan totalmente estudiados.
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3.6 MUTACIONES GENETICAS

Las mutaciones genéticas son alteraciones en la secuencia de bases de las cadenas de
ADN. Estos cambios provocan a su vez variaciones en los aminodacidos que codifican dando
lugar a modificaciones en las proteinas finales. Podemos clasificar las mutaciones segin
diferentes criterios:

e Efecto: Las mutaciones son sindnimas si no provocan cambios en la secuencia de
aminodacidos de la proteina. Esto es posible porque un mismo aminodcido se
codifica por diferentes codones, que son tripletes de nucledtidos. Este tipo de
mutaciones no provocan alteracién en la proteina final y, por lo tanto, son
asintomaticas. Por el contrario, las mutaciones son no sindnimas cuando si que
producen variaciones en la secuencia de aminodacidos. En estos casos si que existe
un efecto apreciable, que suele ser la codificacién de una proteina no funcional o
incluso otra diferente.

e Transmisién a la descendencia: Las mutaciones somaticas son aquellas que se
producen en células que no pertenecen a la linea germinal del individuo. En estos
casos la alteracion no se transmitird a la descendencia. Por otro lado, si las
mutaciones se producen en las células germinales si que se transmitirdn a la
descendencia.

La alteracidon que causa la mutacién puede ser de diferente indole, por ejemplo,
eliminacion de bases (delecciones), adicion de bases o transposicion de las mismas. En
cualquiera de las situaciones, si la secuencia de la proteina se ve alterada se producira un
efecto biolégico de mayor o menor gravedad (Loewe, 2008).

Para este estudio resultan de especial interés las mutaciones que afectan a los canales
de los cardiomiocitos. En general estas mutaciones provocan alteraciones en las corrientes
idnicas que desencadenan eventos adversos en el ciclo cardiaco. En este trabajo se centra
la atencién en las mutaciones causantes de la taquicardia ventricular polimérfica
catecolaminérgica (CPVT), una arritmia genética susceptible de causar muerte subita bajos
condiciones de estrés. Estas mutaciones se clasifican en dos grandes grupos (Yang et al.
2015):

e Mutaciones de la calsequestrina: La calsequestrina (CASQ) es una proteina presente en
el reticulo sarcoplasmatico de las células. Su funcidon es actuar como tampdn de calcio,
reteniendo los iones dentro del reticulo, cada molécula es capaz de unir entre 18 y 50
iones. Dado que la concentracidn de iones de calcio en el reticulo es muy superior a la
del citosol estos tenderian a salir del reticulo si no estuvieran ligados a la proteina. La
contraccion muscular se produce cuando los iones se separan de la proteina y salen al
citosol en los episodios de liberacién de calcio inducida por calcio. Existen dos tipos de
calsequestrina, la 1 (CASQ1) presente en los musculos esqueléticos rapidos y la 2
(CASQ2) presente en las células cardiacas y musculos esqueléticos lentos. (Wang et al.
1998)

Las mutaciones que se producen en el gen que codifica la calsequestrina causan un
malfuncionamiento de la misma, impidiendo que los iones se unan a la proteina. Esto
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provoca salidas espontaneas de calcio al citosol, lo que puede desencadenar actividad
eléctrica en la célula y generar episodios arritmicos. En este estudio se considera una
mutacion del tipo CASQ2(-/-) caracterizada por la ausencia de funcion de la proteina.

e Mutaciones del receptor de rianodina: El receptor de rianodina (RyR2) es una proteina
que conforma el canal de liberacién de calcio del reticulo sarcoplasmatico. El calcio
que entra en la célula a través de los canales tipo L se une a este receptor provocando
la salida de calcio al citosol desde el reticulo (Bround et al. 2013).

Las mutaciones en el gen RyR2 que codifica esta proteina causan un
malfuncionamiento del mismo con diferentes consecuencias. El efecto mas comun es
un aumento de la sensibilidad del canal al calcio citosdlico, lo que provoca liberaciones
espontdneas de calcio que pueden desencadenar episodios arritmicos. Aunque se han
descubierto mas de 70 mutaciones de este gen, este estudio se centra en la primera

mutacién que se identificé, la mutacién RyR2%**¥’,

3.7 MODELADO BIOELECTRICO

Los modelos computacionales para simular el comportamiento del corazén, ya sea de
células aisladas o de tejido completo, resultan de especial interés para estudiar los efectos
de mutaciones y posibles vias de tratamiento. A continuacién, se explicardn algunos
conceptos basicos sobre los modelos unicelulares.

Eléctricamente, la célula es equivalente a un circuito como el que se presenta en la
figura 10 donde se pueden apreciar diferentes elementos:

e Membrana: Al tratarse de una bicapa lipidica que separa dos medios conductores,
equivale a un condensador de capacidad C,,..

e Canales idnicos: Se representan como una conductancia g, en serie con una fuente
de tension E,. Los diferentes canales son disposiciones en paralelo del equivalente
de un canal.

e Intercambiadores, bombas y co-transportadores: Aparecen representados como
fuentes de corriente en paralelo.

e Estimulo externo: Se representa como un aporte de corriente externo que se
inyecta al circuito.
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Figura 10: Circuito equivalente de una célula. Tomado de Ferrero y de Loma-Osorio
(2016).

El circuito antes presentado se resuelve aplicando la primera ley de Kirchhoff, es decir,
gue el sumatorio de las corrientes en los nodos debe de ser nulo. Siguiendo esto
obtenemos la ecuacion 2.

AVip
Cn—p T LsLs(®) + Xpiclpic + Istim (Ec. 2)

Donde I representa la corriente de los canales idnicos y I |, ¢ la de las bombas,
intercambiadores y co-transportadores respectivamente.

Como se ha explicado anteriormente, los canales idnicos se abren y cierran a lo largo del
potencial de accién en funcidn del potencial de membrana. Es por esto que los canales se
pueden considerar como una especie de diodos donde, a partir de cierto potencial, generan
una corriente (Ecuaciones 3y 4).

Si V> umbral I = y,(t) (V;, (t) — Es) (Ec. 3)

Resto I, =0 (Ec. 3)
— Rty (ko

E; = - ln([s]i) (Ec. 4)

En este caso, la corriente que circula por cada canal no se calcula empleando la
impedancia del canal, sino que se usa su inversa, la conductancia (Q). El valor de este
pardmetro se obtiene de forma experimental mediante técnicas de patch clamp que
permiten, mediante micropipetas acopladas a la membrana, medir la corriente que circula
por un tipo de canal a diferentes potenciales impuestos por el ensayo. En la ecuacion 3,
aparece el parametro E; que se corresponde con el potencial de equilibrio para una
determinada especie idnica. Dicho potencial se calcula mediante la ley de Nernst (ecuacion
4) donde R es la constante de los gases, F es la constante de Faraday, T la temperatura del
medio en Kelvin, S, la concentracién intracelular del ion y S; la extracelular.
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Realmente, en la membrana celular no existe un solo canal de cada familia, sino que hay
muchos distribuidos a lo largo de toda la membrana, es por esto que la ecuacién 3 se
modifica quedando:

I;(t) = Gg(t, Vi, [5])(Vm(t) —E5) (Ec. 5)
Gs(t, Vi, [SD = Ns - s fs(®) (Ec. 6)

En este caso, Gs es la conductancia de toda la poblacién de canales en un instante
determinado, N; el nimero de canales de la familia de interés y f; la fraccidon de canales que
se encuentra abierta en dicho instante (en tanto por uno) (Ferrero Corral et al., 1994;
Ferrero y de Loma-Osorio, 2016).

Hoy en dia, existen numerosos modelos bioeléctricos de células cardiacas con
variaciones entre ellos. Para este estudio son de especial interés los modelos de células del
nodo sino-auricular responsables de la automaticidad del corazén. A continuacion, se
presenta un esquema del modelo de Soltis (2010):

dyadic cleft
A\

30 IMNED

sarcoplasmic
reticulum

Figura 11: Modelo celular de cardiomiocito ventricular. Tomado de Soltis et al. (2010)

El modelo formula con detalle las principales corrientes idnicas celulares, asi como la
dindmica de calcio, incorporando ecuaciones para el canal de liberacidn de calcio del
reticulo sarcoplasmatico y la calsequestrina. Es por esto que ha sido seleccionado para
realizar este trabajo.
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Como se puede observar, en el modelo se representan los principales compartimentos

celulares:

e Espacio intracelular: dividido en citosol (Cytosol), espacio sub-sarcolémico (sub-
Sarcolemma) y el espacio diddico (Dyadic cleft), siendo este ultimo al cual se libera
el calcio del reticulo sarcoplasmatico. Existen ecuaciones de difusién que
comunican los tres compartimentos.

e Reticulo sarcoplasmatico: Un Unico compartimento en contacto con los espacios
antes descrito, el calcio sale a través del RyR al espacio diddico y se introduce en el
reticulo desde el citosol a través de la bomba SERCA.

3.8 MODELOS DE MARKOV

En una primera aproximacidon a los modelos de canales idnicos, se supuso que el
comportamiento de éstos se podia explicar mediante compuertas que abrian y cerraban el
canal en funcién del potencial de membrana. Estas compuertas podian ser de activacién o
inactivacién dependiendo de si se abrian o cerraban respectivamente al variar el potencial.
Asi pues, segln esta hipdtesis, la corriente que pasa a través de una familia de canales es
proporcional al grado de apertura de los mismos (Hodgkin & Huxley, 1952).

Esta primera hipdtesis explicaba el comportamiento de las corrientes, pero es simple. La
segunda hipodtesis, que mejora a la primera, es que la apertura y cierre de los canales
idnicos es un proceso aleatorio. Los canales cambian su estado constantemente y la
corriente de una familia es proporcional al nimero de canales que se encuentren abiertos
en cada instante.

Para poder modelar este comportamiento se desarrollaron los modelos de Markov, que
permiten reproducir el comportamiento de los canales idnicos. Los cambios de estado de
los canales se deben a variaciones en la conformacién de las proteinas que provocan el
cambio en el estado del canal. En los modelos de Markov, la transicion entre estados se
representa mediante ratios de transicién que determinan la probabilidad de pasar de un
estado a otro. Una de las principales ventajas de estos modelos es que se pueden incluir
variables que afecten a los ratios de transicién y representen el efecto de mutaciones y
farmacos (Rudy & Silva, 2006).

El modelo de Markov del canal idnico mas simple posible incorporaria dos estados,
abierto (O) y cerrado (C). Sin embargo, a nivel molecular, la mayoria de los canales i6nicos
pueden inactivarse. Esta inactivacidon es independiente del estado en el que se encontrase
el canal por lo que tendremos otros dos estados, canales abiertos inactivos (lg) y cerrados
inactivos (Ic). En la figura 12 se presenta un esquema del modelo de Markov de cuatro
estados.
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Figura 12: Modelo de Markov de un canal idnico con cuatro estados. Tomado de Rudy &
Silva (2006).

Como se observa en la figura 12, el modelo incorpora los cuatro estados antes
explicados y cuatro ratios de transicién (a, B, S, y). Estos ratios (en ms™) dependen del
voltaje y se caracterizan de forma experimental. La ocupacion de cada uno de los estados
existentes se calcula segln las siguientes ecuaciones 7, 8, 9 y 10.

C=p0+6-Ic—(@+y)-C (Ec. 7)
ao
E:a-C+6-IO—(B+y)-0 (Ec. 8)
dic
E:ﬁ'IC+V'C_(a+5)'IC (Ec.9)
o=l +y-0—(B+8) 1o (Ec. 10)

Finalmente, la formulacién de la corriente presentada en las ecuaciones 5 y 6 cambia
para adaptarse al nuevo modelo, la ecuacidn actualizada se presenta en la ecuacion 11.

Is(t) = Gs(t' va [5]) 0 - (Vm(t) - Es) (EC- 11)

En este estudio, nos centramos en el canal de liberaciéon de calcio el reticulo
sarcoplasmatico (RyR2) y la mutacion RyR2%*’ que afecta al mismo. Por lo tanto, es de
interés presentar el modelo de Markov que gobierna el comportamiento de dicho canal en
el modelo escogido (figura 11). En la figura 13 se muestra el esquema del modelo. Como se
puede observar se trata de un modelo sencillo que se rige por las ecuaciones 7-10
presentadas anteriormente. Donde el estado R se corresponde con el canal cerrado, O con
el abierto y las | representan los estados inactivados, ya se abierto o cerrado.
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Figura 13: Modelo de Markov del canal RyR2 utilizado en el modelo. Tomado de Stern et
al. (1999).

3.9 POBLACION DE MODELOS

La variabilidad bioldgica existe a todos los niveles en los seres vivos. En particular,
centrandonos en los potenciales de accion humanos, no todos presentan morfologias
idénticas, aunque sean fisiolégicamente funcionales. Esta variabilidad se puede deber a
numerosas causas como los ritmos circadianos, exposicién a hormonas, farmacos o
enfermedades. Estos factores modifican la expresidon del ARN mensajero, que codifica las
proteinas que conforman los canales idnicos responsables de la morfologia del potencial de
accion (Britton et al 2013, 2017).

Cuando se realizan experimentos, los resultados se suelen promediar, esto reduce el
error experimental, pero elimina la variabilidad natural que existe. Tener en cuenta esta
variabilidad bioldgica es interesante para entender los efectos que diferentes tratamientos
y terapias tendran sobre una poblacion de individuos.

En este estudio se ha construido un modelo poblacional para cada las mutaciones
estudiadas. Con esto se busca analizar como las diferencias en las corrientes idnicas afectan
a dichas mutaciones. Esto puede resultar atil para estudios posteriores donde se busque
terapia farmacoldgica para aplicar a pacientes que padecen dichas alteraciones genéticas.

3.10 ALGORITMO NELDER-MEAD

Para realizar el ajuste de la mutacidn del receptor de rianodina se ha empleado un
algoritmo de ajuste de parametros para reproducir los datos experimentales de la
mutacion. El algoritmo utilizado es el simplex de Nelder-Mead (Nelder & Mead 1965).

El algoritmo desarrollado por John Nelder y Roger Mead pretende minimizar una
funcién escalar no lineal utilizando Unicamente valores de la funcion, no de la derivada. En
cada iteracidn se selecciona un simplex de n+1 puntos que forman los vértices y valores de
la funcién asociados, donde n es la dimensién del espacio.

Es un método iterativo donde inicialmente se eligen n+1 puntos que forman el simplex
inicial. A partir de ahi, se evalla una funcién objetivo y se seleccionan otros puntos que
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optimicen mejor el objetivo, conformando un nuevo simplex mejor que el anterior. Esto
continda hasta que se consigue el resultado que mejor ajusta la funcion.

Para el correcto funcionamiento del algoritmo se deben definir cuatro pardmetros:

e Coeficiente de expansion: x
e Coeficiente de reflexion: p

e Coeficiente de contraccion:y
e Coeficiente de reduccion: o

Estos valores deben satisfacer las siguientes condiciones:
p>0;x>10<y<L,0<o0<1 (Ec. 7)
Los valores mas utilizados en la practica son:

p=1;x=2;v=%;6=% (Ec. 8)

El algoritmo comienza en la iteracidn K con un simplex inicial llamado A, formado por

n+1 vértices que son puntos de Rn. Al principio se ordenan esos vértices de la siguiente
manera:

X1, X2, o) Xpa1 (Ec. 9)

De forma que se cumple:

is<fi<<fan (Ec. 10)

Donde f representa el valor de la funcién objetivo para cada vértice x. Dado que
buscamos minimizar la funcién, el punto x; sera el mejor punto y x,,1 el peor. Cada
iteracion generara un nuevo simplex diferente al anterior que debera ser evaluado. Existen
diferentes casos en la evaluacion:

e Reflexidn: Se calcula el punto de reflexion como:

Xp =X+ p (X —xpq1) = A +p) X —p - Xppa (Ec. 11)

Donde x es el centroide de los n mejores puntos de la iteracidn actual.
= _ lyi=n
X = -XiZ1 X (Ec. 12)

A continuacidn se evalta f, = f(x,), si resulta que f; < f, < f,, se acepta el
punto reflejado y se termina la iteracidn. Si por el contrario no sucede esto existen
dos caminos a seguir.

e Expansion: Cuando tras la reflexion se da que f, < f; se calcula el punto de
expansion con el objetivo de mejorar el punto:

Xe=F+x (-0 =F+p-x - T—%u)=0+p-0) - F—p-x x4 (EC.13)
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Se evalta ahora f, = f(x,) y si se da que f, < f, se acepta el punto de
expansion. Si se da el caso contrario se acepta el punto de reflexion anterior. En
cualquier caso, se termina la iteracién.

e Contraccion: Si tras la reflexion se obtiene que f,. > f,, se realiza una
contraccion entre el centroide y el mejor punto entre x, y x,.;. Esta
contraccién puede ser hacia dentro o hacia fuera.

o Hacia fuera: Ocurre cuando f, < f; < fp41
Xe=X+y (G -®D=X+p-y - @-x)=0+p-yY) -F—p -y -xn (EC.14)

Si en la evaluacion f,. < f, se acepta la contracciéon y se termina la
iteracion. Si no se pasa al paso de reduccion.

o Hacia dentro: Ocurre cuando f, = f,11

Xee =X =7V - (X —Xp41) =1 —y) - X+ V" Xpgq (Ec. 15)

Si en la evaluacién f.. < f,41 se acepta la contraccién y se termina la
iteracién. Si no se pasa al paso de reduccién.

Reduccidn: Se evalua la funcidn en los puntos:
yi=x+ o (x; —x1) coni =2,..,n+1 (Ec. 16)

Los vértices de la préxima iteracién serdn x;, s, ..., Ynt1
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4 MATERIAL Y METODOS

4.1 MODELO

Para este trabajo se ha seleccionado el modelo de cardiomiocito ventricular humano
desarrollado por Grandi y colaboradores (Grandi et al. 2010) con las modificaciones realizadas
por Moreno y colaboradores (Moreno et al. 2013). Este modelo se basa en el de ventriculo de
conejo elaborado por Soltis y colaboradores (Soltis et al. 2010), adaptando las conductancias
de las corrientes idnicas y ciertos pardmetros para reflejar la fisiologia humana. La
modificacién introducida por Moreno consiste en un modelo de Markov para las corrientes de
calcio. El modelo se ha programado en C++ y se ha utilizado el entorno de desarrollo Eclipse
Neon (The Eclipse Foundation). En la figura 11 aparece un esquema del modelo

Como se ha mencionado en la introduccidn, el modelo presenta cuatro compartimentos
intracelulares. Tres citosdlicos (espacio diadico, subsarcolema y citosol) comunicados entre si
por ecuaciones de difusién. Finalmente, hay un cuarto espacio que representa el reticulo
sarcoplasmatico y que se comunica con los anteriores mediante dos corrientes, la de salida de
calcio a través del canal de liberacion RyR (J,¢) y la entrante de calcio a través de la bomba
SERCA (Jserca)

El modelo contempla las principales corrientes de membrana presentes en la célula y que
seran de interés para realizar el andlisis poblacional para el estudio de las mutaciones. A
continuacién se van a presentar los detalles de la formulacién del canal RyR y la calsequestrina,
ya que son los dos componentes afectados por las mutaciones de interés.

e RyR2:

El modelo presenta un modelo de Markov para el canal RyR2, en la figura 13 estd
representado el modelo. Como se puede observar, el modelo presenta cuatro estados. El
estado abierto (0O), el cerrado (R) y sus correspondientes estados inactivados (I y RI
respectivamente). A su vez presenta cuatro velocidades de transicion entre estados, siendo
estds simétricas con respecto al cambio que se produce, es decir, la velocidad para pasar a
estado abierto (KyCa) es igual esté el canal activo o inactivo.

Las ecuaciones que representan este modelo de Markov son las siguientes:

R = (Kym - RI — K;Ca - Ca; - R) — (KoCa-Ca;* R — Ky, - 0) (Ec. 17)
0= (KyCa-Ca; R —Kyp-0)— (KiCa-Ca; 0 — K, - 1) (Ec. 18)
[=(KCa-Ca;-0—Kip-1)— (Ko I —K,Ca-Ca; - RI) (Ec. 19)
RI=1-R—-0-1 (Ec. 20)
Jret = K -0+ (Casgp — Ca;) (Ec. 21)
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Donde Ca; representa el calcio del compartimento al que se libera el calcio del reticulo
sarcoplasmatico, que en nuestro modelo se corresponde con el espacio diddico y Cagp
representa el calcio dentro del reticulo.

e Calsequestrina:

Al tratarse la calsequestrina de una proteina que actla como tampdn, en el modelo
aparece formulado mediante una concentracién y una ecuacidon que refleja la derivada
temporal de la misma. A continuacidn se presentan las ecuaciones presentes en el modelo:

[Csqnliiciau = 2.7 mM (Ec. 22)
dac.
% = Kon ' Ca; - ([Csqnliniciar — [Csqn]) — Kogr - [Csqn] (Ec. 23)

Donde [Csqn] representa la concentracién de calsequestrina en el momento y K,y Koff
son velocidades de transicidon dadas por el modelo.

4.2 AJUSTE DE LAS MUTACIONES

La taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica (CPVT) se caracteriza por causar
episodios arritmicos bajo condiciones de estrés o esfuerzo. Estos episodios pueden ser de
elevada gravedad llegando a causar episodios de muerte subita. Una caracteristica de los
pacientes que padecen esta patologia es que en condiciones de reposo no presentan sintomas,
teniendo un electrocardiograma completamente normal (Domingo et al. 2014).

Por el contrario, cuando el paciente se ve sometido a alguna situacién de estrés aparecen
despolarizaciones tardias (DADs por sus siglas en inglés, Delayed After Depolarizations).que
pueden llegar a desencadenar actividad eléctrica y latidos fuera de ritmo que desencadenen la
arritmia.

Esta situacidon de esfuerzo o estrés se puede reproducir en los modelos combinando dos
factores. Por un lado, aumentando la frecuencia de estimulacidon, lo cual imita el
comportamiento natural del corazén. Por otro lado, ante estas condiciones se produce lo que
se denomina estimulacién beta-adrenérgica. Esto consiste en una serie de reacciones quimicas
relacionadas con el sistema nervioso simpatico (SNS), responsable del sindrome de lucha y
huida. El SNS libera epinefrina que se une a los receptores beta-adrenérgicos preparando a las
células para el esfuerzo o estrés. (EI-Armouche et al. 2009)

En nuestro modelo podemos alterar la frecuencia de estimulacidén y esta preparado para
realizar las simulaciones bajo condiciones de estimulacidon beta-adrenérgica. Dado que en
situaciones de reposo los pacientes no presentan alteraciones debidas a la mutacidn, para este
estudio no se han realizado simulaciones con frecuencia de 1Hz (60 latidos por minuto).

De esta forma, se han considerado cuatro situaciones para el estudio a frecuencias de
estimulacién elevadas. Por un lado usando una frecuencia alta de 2Hz (120 latidos por minuto)
sin beta estimulacién y con beta estimulacién. Por otro lado utilizando una frecuencia muy alta
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de 3Hz (180 latidos por minuto) con y sin beta estimulacion. En estas situaciones es posible
reproducir efectos arritmicos en las simulaciones.

A continuacion se describen los métodos utilizados para mimetizar cada una de las
mutaciones:

4.2.1 RyR2R4497C;

RIS7C se han utilizado los datos experimentales

Para el ajuste de la mutacién RyR2
registrados por Fernandez-Velasco et al. (2009). En su estudio, observaron cdmo a frecuencias
muy altas se producian DADs y actividad eléctrica espontdnea al dejar de estimular las células.
Ademads comprobaron que la beta estimulacion agravaba los efectos de la mutacién a altas
frecuencias. Observaron que estas situaciones arritmogénicas solo se producian en
cardiomiocitos con la mutacién. Por el contrario, las células control no presentaron actividad
andmala a ninguna frecuencia ni bajo estimulacién beta-adrenérgica. El estudio se realizdé con

R4496C

cardiomiocitos transfectados de ratén sobre la mutacién RyR2 , la equivalente a Ia

RyR2***¥’C en ratones.

Ademas de la presencia de actividad eléctrica y DADs en el estudio registraron diferentes
medidas sobre los transitorios de calcio intracelular, ya que la mutacidn afecta principalmente
a la dinamica de este i6n. Consideraron cuatro biomarcadores para ver el efecto de la
mutacion sobre las células: pico maximo, constante de recuperacion, tiempo de pico del calcio
intracelular, ademas del porcentaje de contraccion de las células.

Para reproducir la mutacidn se han obtenido las mismas medidas calculadas por Fernandez-
Velasco, excepto el porcentaje de contraccion, ya que el modelo es exclusivamente eléctrico y
no es posible medir la contraccién.. En el estudio original no se facilitan datos sobre la forma
en la que se obtuvieron la constante de recuperacidon y el tiempo de pico. Por este motivo nos
hemos basado en otros estudios para el cilculo de los mismos (Mora et al. 2017). El calculo de
pardmetros se ha realizado utilizando Matlab (The Mathworks Inc, Natrick (MA), EEUU). A
continuacién se describe la forma de obtener cada uno de los pardmetros:

- Pico de calcio (pico): Se obtiene el ultimo transitorio de calcio estimulado de la
simulacién y se calcula su maximo.

- Contante de recuperacion (tau, t): Se obtiene el ultimo transitorio de calcio
estimulado y se selecciona la parte de bajada del transitorio, es decir, desde el
pico hasta el final del pulso. Se afiade un segundo extra de la simulacién sin
estimular y se normalizan los datos para mejorar el ajuste. Finalmente, este
conjunto de datos se ajusta a una exponencial mediante la funcidn fit de Matlab
con parametro de entrada expl, la constante de recuperacién sera la inversa de
la constante de la exponencial.

En la siguiente figura se puede observar un ejemplo del ajuste exponencial

obtenido para una simulacién a 2Hz sin beta estimulacién. Se puede ver como a
funcién ajusta adecuadamente el transitorio de calcio.
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Ajuste exponencial

Transitorio normalizado
Ajuste exponencial

0 5000 10000 15000
Time (ms)

Figura 14: Transitorio de calcio normalizado y ajuste de la exponencial realizado para una
simulacién ejemplo.

- Tiempo de pico (TTP, time to peak): El tiempo de pico se calcula entre los
puntos a los que se alcanza el 10 y 90% de la amplitud maxima del transitorio de
calcio. En la siguiente figura se puede observar un ejemplo de transitorio de
calcio y la forma de medir el tiempo de pico sobre el mismo.

g X 107 Calcio intracelular

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4
Time (s)

Figura 15: Transitorio de calcio intracelular. Las lineas negras indican los puntos entre los que
se mide el tiempo de pico.
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En la siguiente imagen se resumen los datos experimentales obtenidos por para la

mutacién RyR2"*7¢:

A Pico Calcio
6,00
- 2,00 t - ==+
E oy
= 4,00 e [ utacion No 150
“6‘ 3,00 - [UtaECion 150
% 3 00 #— Control No 150
© 1,00 = == Control 150
0,00
2Hz 3Hz
B TTP Calcio
35,00
-
30,00
x - : -
- 23,00 —t— Mutacién No ISO
20,00 .
..;... ! - Mutacidn 150
a 15,00
i Control Mo 150
I: 10,00
5.00 - Cantrol 150
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E 80,00 —‘:—————_‘;— —t— utacion No IS0
~— 50,00 = == Nutacion 150
l[‘_=ﬂ 4000 i Control No 150
20,00 = = Control 150
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2Hz 3Hz

Figura 16: Resultados experimentales. En azul el control y en rojo la mutacion Las lineas

continuas indican que no se aplicé beta estimulacion mientras que las discontinuas que si se
hizo. A: Pico de calcio intracelular. B: Tiempo de pico del calcio intracelular. C: Constante de
recuperacion del calcio intracelular
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Donde ISO representa que se ha utilizado beta estimulacion, Tau representa la constante de
recuperacion de la concentracidn intracelular de calcio y TTP (time to peak) el tiempo de pico
de la concentracion del calcio intracelular.

En la figura 16 se puede observar que a 2Hz no existen diferencias entre los cardiomiocitos
sanos y los portadores de la mutacion, tanto en condiciones basales como con beta
estimulacién. Ademas el ISO produce un aumento del pico mdximo de calcio, una disminucion
de la constante de recuperacién y un aumento del tiempo de pico.

El estudio realizado por Fernandez-Velasco concluye que la mutacién produce un aumento
de la sensibilidad del canal RyR al calcio intracelular. Este aumento de sensibilidad es similar al
efecto que provoca la cafeina a nivel celular (Rojo-Ruiz et al. 2018). Para simularlo, estudios
previos multiplican por un determinado factor la velocidad de transicién al estado abierto de
los modelos de Markov del canal RyR (Ramay et al. 2010).

En nuestro estudio hemos simulado el aumento de sensibilidad introduciendo un factor
multiplicativo en el parametro K,Ca del modelo de Markov presentado en la figura 13. Para
realizar las simulaciones se ha seguido el siguiente protocolo, representado en la figura 16:

- 5 minutos estimulando con cada una de las cuatro casos escogidos (3 y 2Hz cony
sin 1SO) para llegar al estado estacionario en control. Se guardan las condiciones
iniciales.

- 30 segundos estimulando en cada una de las condiciones estudiadas y aplicando
el factor multiplicativo del pardmetro K,Ca para llegar al estado estacionario de
nuevo. Se utilizan las condiciones iniciales generadas anteriormente.

- 10 segundos sin estimular para observar si se produce alguna actividad eléctrica
espontdnea.

Factor multiphicative KyCa

UL

5 Min estimulando 30 Sez estimulands 10 Seg =in estimular
2y 3Hr 2 ¥ 3Hz
Con v sin beta estimulacion Con y sin beta estimutacion

Figura 17: Protocolo de estimulacidn seguido para la mutacion del RyR.

Finalmente, para ajustar el factor multiplicativo que reproduzca la mutacién se ha
empleado una herramienta de ajuste automatico. Esta herramienta hace uso del algoritmo
Nelder-Meads presentado en la introduccion para minimizar una funcion de error (Moreno et
al. (2013 y 2016).

Para calcular la funcién de error se han utilizado los parametros explicados anteriormente.
El error se obtiene como la diferencia entre los valores objetivo y aquellos obtenidos
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experimentalmente elevada al cuadrado. Ademads se suman todos los errores de los cuatro
casos (2 y 3Hz con y sin ISO) para obtener un Unico valor de error que sera el que se minimice.

La funcidn de ajuste automatico permite introducir un limite inferior y superior para buscar
el parametro éptimo dentro de ese rango. Dado que una de las condiciones observadas
experimentalmente es la aparicion de DADs al dejar de estimular cuando se utiliza una alta
frecuencia y beta estimulacion, se introduce un limite inferior de 10. Este limite se selecciona
porque es el valor minimo por el que se debe multiplicar el parametro K,Ca para obtener una
DAD a 3Hz con beta estimulacién al dejar de estimular. Por debajo de este valor no se obtiene
actividad eléctrica andmala. A continuacién se muestran los resultados la simulacién a 3Hz con
beta estimulacidon y utilizando un factor multiplicativo de 10:

Potecial de membrana

%‘ 50 T T T T T
] llH|||||'|'|'|'||'||'||'||'||l|l|,| ||||||||'\ I|
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T |||||||I|||| i At |
: IR
Bil i HH” ]
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5_100 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Time (sec)
g X 104 Calcio intracelular
6 F 1
) |
S 4![!|r|||'||[|||'|I |I||‘”‘“““""r|r|h|h|“|| HI | |
= I [
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0 . . I 1 . .
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Figura 18: Arriba: potencial de membrana de la simulacién, se puede observar una
despolarizacién completa una vez se ha dejado de estimular. Abajo: Transitorio de calcio, se
puede observar cdmo se produce una liberacidn de calcio que provoca el potencial.

4.2.2 CALSEQUESTRINA:

Para modelizar la mutacién de la calsequestrina se ha tomado como referencia el estudio
realizado por Yang et al. (2015). En dicho estudio para reproducir la mutacion asignan el valor
0 tanto a la concentracién como a la derivada de la calsequestrina. Demuestran que la
mutacidn provoca que se produzcan activaciones espontaneas una vez se ha parado la
estimulacién. No proporcionan datos sobre los transitorios de calcio en los potenciales de
accién no espontaneos. A continuacion se muestra una grafica del trabajo de Yang et al. (2015)
donde se muestra el efecto de la mutacion:
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Figura 19: Simulacion del potencial de membrana en presencia de la mutacién de la
calsequestrina a 1Hz y con beta estimulacidon. Las flechas negras representan potenciales de
accién estimulados mientras que las rojas son potenciales de accidn espontaneos. Tomada de
Yang et al. (2015)

En nuestro trabajo introducimos un factor multiplicativo en la concentracién inicial y
derivada de la calsequestrina con el objetivo de reproducir la grafica anteriormente mostrada.

El protocolo de simulacion seguido es similar al del trabajo de referencia:

- 10 minutos sin estimular guardando los estados finales.

- 5 minutos estimulando en cada caso (2 y 3Hz con y sin beta estimulacidn)
utilizando como condiciones iniciales los estados obtenidos en el paso previo. Se
guardan los estados finales.

- 2 minutos estimulando utilizando como condiciones iniciales las anteriores y
aplicando el factor multiplicativo de la mutacidn.

Factor multipicative calsequestrina

v

10 Min =in estimalar 5 Min estimulando 2 Min estimulando
2y 3Hz 2y 3Hz
Con y sin beta estimulacion Con y sin beta estimulacion

Figura 20: Protocolo de estimulacidn seguido en el ajuste de la mutacion de la calsequestrina.

4.3 ANALISIS DE POBLACION

El estudio poblacional se ha realizado basandose en los realizados por Britton et al. (2013 y
2017). En base a estos trabajos, se han seleccionado una serie de corrientes idnicas y se ha
multiplicado su conductancia para simular la variabilidad natural presente en los individuos.
Las corrientes escogidas han sido las mismas que en el trabajo de referencia: corrientes de
sodio (ly,), de calcio (l¢,), corrientes de potasio (li, Ik, lk1 € lks), la bomba sodio-potasio (Iy.) ¥
el intercambiador sodio-calcio (Iycx). Cabe destacar que en el trabajo original de Britton y
colaboradores (2013, 2017) modifican la corriente de sodio lenta y la rapida, pero el modelo
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utilizado en este trabajo posee un modelo de Markov que contempla Unicamente una
formulacion para ambas componentes.

Las conductancias se han modificado de forma aleatoria multiplicandolas por un factor que
oscila entre 0y 2, lo que representaria una variacién de £100% en el valor de la conductancia,
siguiendo lo realizado por Britton y colaboradores (2013, 2017). Para generar estos factores se
ha utilizado la funcién lhsdesign de Matlab que genera una distribucién uniforme de valores
entre 0 y 1 con el numero de repeticiones que se le indique. Posteriormente para que la
distribucidn esté en el rango de 0 a 2 se aplica la siguiente transformacion.

Maxnuevo—MiNnyevo

- (distribucion — Max,;.; Max Ec. 24
Maxyiejo—Minyiejo ( vle]o) + nuevo ( )

Donde Max,,,,.,, representa el maximo deseado después de la transformacion, Min,, v,
el minimo deseado, Max,;j, €l maximo de la distribucion original y Min,;., el minimo antes
de la transformacion. En nuestro caso la ecuacion sustituyendo los valores quedaria de la
siguiente manera:

g- (distribucion — 1) + 2 (Ec. 25)

Para el estudio poblacional se han generado 1000 modelos, cada uno con una combinacion
diferente de factores multiplicativos de las conductancias. Con cada uno de esos modelos se
han realizado simulaciones en cada una de las condiciones consideradas para el estudio de las
mutaciones (2 y 3Hz con y sin beta estimulacidn). Las simulaciones tienen una duraciéon de 40
segundos, en los primeros 30 segundos se aplica una estimulacion a la frecuencia deseada y en
los ultimo 10 no se aplica estimulacidn, dejando ese tiempo para la posible aparicion de
actividad eléctrica espontdnea.

El analisis poblacional se ha aplicado tanto al modelo de ventriculo en control como a los
modelos desarrollados para las dos mutaciones estudiadas, en todos los casos siguiendo los
protocolos explicados anteriormente. Para cada una de las simulaciones se han calculado los
pardmetros descritos al describir la mutacion del RyR, es decir, pico maximo de calcio,
constante de recuperacidn y tiempo de pico del calcio intracelular. Ademas, se han calculado
dos nuevos parametros de interés, la duracién del dltimo potencial de accién medido al 90%
de repolarizacién (APDg) y una variable binaria que indica si ha aparecido actividad eléctrica
culo del APDgq

espontdnea en la simulacién. En la siguiente figura se muestra un ejemplo de ca
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Figura 21: Ejemplo de potencial de accidn, las barras verticales negras muestran los puntos
entre los que se calcula la duracién del potencial al 90% de repolarizacién

Los valores de APDg, obtenidos para los modelos en control se han utilizado para validar los
distintos modelos, seleccionando aquellos cuyos resultados estuvieran dentro del rango
fisiolégico. Para establecer este rango se han utilizado los datos experimentales de potencial
de accién cardiaco de O’Hara y colaboradores (2011) con un intervalo de confianza del 95%.
Los valores son los siguientes:

- 2Hz:45.68-424.32 ms
- 3Hz: 24.68-403.32 ms

El estudio de O’Hara (O’Hara y colaboradores. 2011) no se realizé en presencia de beta
estimulacién. Por lo que, debido a la ausencia de datos, en este trabajo se ha decidido
considerar dichos limites también para las simulaciones con dicha estimulacién. Por lo tanto,
se contemplan cuatro condiciones que debe de cumplir un modelo para ser considerado
valido. De los 1000 modelos desarrollados inicialmente, Unicamente 628 modelos cumplen
estos requisitos. Estos 628 son los que se han utilizado posteriormente para generar la
poblacién de los modelos de las mutaciones.

Tras realizar los tres conjuntos de poblaciones (control, mutacién del RyR y mutacion de la
calsequestrina) se ha elaborado una correlacidon entre los factores multiplicativos de las
conductancias y los cuatro de los cinco pardmetros medidos sobre las simulaciones. Con esta
correlacién se pretende analizar que corrientes tiene un mayor efecto sobre los modelos vy si
ese efecto se ve alterado por las distintas mutaciones. Para la correlacidn se ha utilizado la
funcién partialcorri de Matlab. Para el quinto pardmetro, al tratarse de una variable binaria, se
ha realizado una regresidon logistica y obtenido los coeficientes de la misma para valorar la
importancia de las distintas conductancias. La regresidn logistica se ha realizado utilizando la
herramienta BigML.
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5 RESULTADOS

5.1 AJUSTE MUTACION RyR2R4497C

El ajuste de la mutacidn se ha realizado considerando los datos experimentales obtenidos
por Fernandez-Velasco reflejados en la tabla 1. Dado que el estudio de referencia se hizo en
células de ratdn, para nuestro ajuste se han utilizado los porcentajes experimentales de
variacién entre las células con mutacidén y las células control en cada una de las cuatro
condiciones. El valor de estos porcentajes aparece en la siguiente tabla:

2Hz No ISO (%) 2Hz1SO (%) | 3HzNoISO (%) 3Hz1SO (%)

Pico calcio

-2.17 -3.64 -13.16 -27.45
TTP -1.00 -10.12 3.20 -5.20
T 9.31 5.76 11.22 17.14

Tabla 1: Porcentajes experimentales de variacion de las células con mutacién con respecto a

las células control.

En primer se obtienen los valores de los biomarcadores de nuestro modelo en control en
las cuatro situaciones estudiadas aplicando el protocolo que aparece en la figura 16. Esos
valores se usardn para calcular los porcentajes que se compararan con los experimentales para
ajustar la mutacidn. En la siguiente tabla se recogen los resultados en control:

Pico (ms) T (ms) TTP (ms)
2 Hz Base 7.25 132.39 12.20
ISO 12.75 104.83 27.00
3 Hz Base 5.78 136.93 18.10
ISO 10.71 105.50 24.60

Tabla 2: Biomarcadores simulados en control.

Comparando los valores simulados con los experimentales recogidos en la tabla 1, podemos
ver que el pico de calcio simulado es mayor. Ademas, el tiempo de pico simulado es menor en
ausencia de beta estimulacion y similar en su presencia. Finalmente, las mayores diferencias se
encuentran en la constante de recuperacion, siendo ésta significativamente mayor en las
simulaciones. Estas diferencias en los valores pueden deberse al hecho de que el modelo es de
ventriculo humano y los datos experimentales se realizaron sobre cardiomiocitos de ratdn.
Ademas, en el estudio experimental no se detalla el calculo de los biomarcadores, por lo que
puede existir diferencia en la forma en la que se han obtenido.

En cuanto el afecto de la beta estimulacién sobre el modelo, la tendencia es similar a la
obtenida experimentalmente. Este fendmeno produce un aumento del pico de calcio,
disminuye la constante de recuperacién y aumenta el tiempo de pico. Sin embargo, estas
variaciones son mayores en el modelo.

Una vez obtenidos los valores en control, se ha utilizado la herramienta de ajuste
automatico para encontrar el factor multiplicativo del pardametro K,Ca que mejor reproduce la
mutacion. La herramienta se configura con un limite inferior de 10, valor minimo en el cual se



consigue actividad eléctrica espontanea, sin limite superior y con una tolerancia de 10°®. Como
valor inicial de bisqueda del parametro se utiliza 30.

En cada iteraciéon se simulan las cuatro situaciones consideradas, siguiendo el protocolo de
la figura 16 y multiplicando en parametro KyCa por un valor determinado. Para la primera
iteracion este valor es 30. En cada una de las situaciones se obtienen los tres biomarcadores
explicados anteriormente y se calculan los porcentajes de variacién con respecto a los valores
control de la tabla 3. El error se calcula como la suma de las diferencias al cuadrado entre los
porcentajes obtenidos y los deseados (recogidos en la tabla 2). La herramienta evalla el error
y, si no se cumple ningun criterio de parada, selecciona un nuevo factor multiplicativo y
comienza otra iteracidon simulando las cuatro situaciones.

La herramienta de ajuste devuelve un factor multiplicativo de 10 para ajustar la mutacidn,
sin embargo el valor de error obtenido es muy elevado. Esto se debe a que 10 es el limite
inferior y la herramienta no puede seleccionar valores menores, por lo que devuelve ese
resultado. Este limite se fij6 porque por debajo de él no se obtiene actividad eléctrica
espontanea simulada.

Debido al alto error obtenido, se decide realizar un nuevo ajuste utilizando como limite
inferior un valor de 1. Este limite se establece porque el factor multiplicativo tiene que ser
mayor que 1 para que reproduzca el aumento de sensibilidad caracteristico de la mutacidn. En
este caso la funcidon devuelve un valor de 1.223 con un error dentro de los limites de
tolerancia. Aunque este resultado mimetiza mejor los porcentajes experimentales, esto se
debe a que estos son pequeiios. Por lo tanto, aplicar un factor multiplicativo pequeno provoca
que las simulaciones sean similares a las de control y hace que los porcentajes obtenidos sean
también pequefios, reduciendo el error obtenido por la herramienta.

Sin embargo utilizando el factor multiplicativo de 1.223 no es posible generar actividad
eléctrica espontanea al dejar de estimular a altas frecuencias con beta estimulaciéon. Dado que
ésta es una de las principales caracteristicas de la mutacién obtenidas en el estudio
experimental de Fernandez-Velasco y colaboradores (2009), se decide descartar el factor y
utilizar el primer ajuste con un valor de 10. A continuacion se presenta una comparativa entre
los biomarcadores experimentales y los simulados, tanto en control como con la mutacion
ajustada.
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Figura 22: Comparacién de los biomarcadores obtenidos en control. En gris los experimentales
y en negro los del modelo. Las lineas continuas indican que no se aplicd beta estimulacién
mientras que las discontinuas que si se hizo. A: Pico de calcio intracelular. B: Tiempo de pico
del calcio intracelular. C: Constante de recuperacioén del calcio intracelular
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Figura 23: Comparacién de los biomarcadores obtenidos con la mutacion. En gris los
experimentales y en negro los del modelo. Las lineas continuas indican que no se aplico beta
estimulacién mientras que las discontinuas que si se hizo. A: Pico de calcio intracelular. B:
Tiempo de pico del calcio intracelular. C: Constante de recuperacion del calcio intracelular
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En las figuras 22 y 23 podemos ver que en control existen diferencias entre los
biomarcadores, tanto a 2 y 3Hz como con y sin beta estimulacién. Ademas se puede observar
gue en las simulaciones a 2Hz si que hay variacién en los biomarcadores al introducir la
mutacion (figura 24), mientras que experimentalmente no se observan grandes diferencias
(figura 16).

Por el contrario, cabe destacar que los valores de pico de calcio y tiempo de pico
observados en la mutacién experimental y en las simulaciones en las que el parametro KyCa se
ha multiplicado por 10 son similares. Esto no es asi para la constante de recuperacién, pero
como ya se ha mencionado, no se disponia de informacidon sobre la forma en la que se calculé
experimentalmente. En este estudio se ha utilizado la funcién mencionada en los métodos,
pero los resultados obtenidos pueden ser diferentes debido a discrepancias en el calculo.

Debido a la similitud de estos resultados e independientemente de que las células
estudiadas no sean de la misma especie, se decide realizar un nuevo ajuste automatico. En
este caso no se busca reproducir los porcentajes experimentales sino los valores de los
biomarcadores experimentales para la mutacidon. De esta forma el error se calcula como la
suma de las diferencias al cuadrado entre el biomarcador de mutacidon simulado y el
experimental, a 2 y 3Hz con y sin beta estimulacion.

Con este nuevo ajuste la herramienta también devuelve como resultado un valor de 10
para multiplicar el parametro KyCa por ser este el valor inferior. Sin embargo, en valor de error
es significativamente inferior al obtenido anteriormente. De nuevo se decide realizar un ajuste
en estas condiciones pero con limite inferior 1. En este caso la herramienta sigue devolviendo
10 como valor éptimo.

Teniendo en cuenta estos resultados, se decide seleccionar como modelo de mutacion
aquel en el que se multiplica por 10 el parametro KyCa. En la siguiente figura se recogen todos
los biomarcadores obtenidos con el modelo, tanto en control como para la mutacion.
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Figura 24: Resultados simulados. En azul el control y en rojo la mutacién Las lineas continuas
indican que no se aplicé beta estimulacién mientras que las discontinuas que si se hizo. A: Pico
de calcio intracelular. B: Tiempo de pico del calcio intracelular.
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5.2 AJUSTE MUTACION CASQ2(-/-)

La modelizacidn de esta mutacién se realiza fijan a 0 la concentracién inicial de
calsequestrina y su derivada (Ec. 22 y 23), tal y como puede encontrarse en la literatura [Yang
et al. XXX]. En estas condiciones se realiza una simulacién a 1Hz aplicando beta estimulaciéon
siguiendo el protocolo descrito en la figura 19. El objetivo es reproducir lo observado en la
figura 18. En la siguiente imagen se muestran los resultados de potencial de membrana y

calcio intracelular obtenidos con el modelo multiplicando por 0 las ecuaciones de la
calsequestrina:
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Figura 25: Evolucion del potencial de membrana (arriba) y del calcio intracelular (abajo) en
estado estacionario a 1Hz y durante el periodo posterior sin estimulacidn al anular la
concentracién de calsequestrina. Los puntos negros sefialan los potenciales de accion

resultantes de estimulacidn eléctrica.

En la grafica del potencial se puede observar que después de cada pulso aparece una
pequefia despolarizacién temprana (EAD). Asimismo, se produce una liberacién de calcio que
es la responsable de la EAD observada en el potencial. Sin embargo, los resultados obtenidos

no se corresponden con los deseados. En efecto, Yang y sus colaboradores obtienen

potenciales de accion espontaneos entre los estimulados y tras el cese de la estimulacién.

Esto podria deberse a que los modelos utilizados en ambos estudios son diferentes, Yang y
colaboradores utilizaban el modelo de cardiomiocito de conejo de Soltis y Saucerman (2010).
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La no consecucion de los resultados puede deberse a que fijar a O las dos ecuaciones tiene
un efecto excesivo sobre el modelo. Por este motivo, se decide realizar una nueva simulacion
reduciendo en un 50% el valor de la concentracidn inicial y de la derivada de la calsequestrina.
En la siguiente figura se presentan los resultados:
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Figura 26: Evolucién del potencial de membrana (arriba) y del calcio intracelular (abajo) en
estado estacionario a 1Hz y durante el periodo posterior sin estimulacion al reducir a la mitad
la concentracion inicial de la calsequestrina y su derivada. Los puntos negros sefialan los pulsos

estimulados.

En la Figura 26 Se observa que aparecen pulsos espontdneos entre los estimulados y se
produce actividad espontdanea al cesar la estimulacion y, tal y como se observa
experimentalmente.

Teniendo en cuenta estos resultados se selecciona como modelo de la mutacidn de la
calsequestrina el que resulta de reducir un 50% la concentracion inicial y su derivada de la
calsequestrina.

5.3 POBLACION DE MODELOS

Como se ha explicado anteriormente para el estudio de la poblacion de modelos se
obtuvieron 628 cuya duracién del potencial de accidn en control se encontraba dentro de los
valores fisioldgicos (figura 27). Con esos 628 modelos se han realizado las poblaciones
introduciendo las mutaciones del canal RyR y de la calsequestrina.
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Figura 27: Ultimos potenciales de membrana para la poblacién de modelos en control.

Para cada una de las poblaciones de modelos, es decir, en control y con cada una de las dos

mutaciones y en cada una de las condiciones estudiadas (2 y 3Hz con y sin beta estimulacidn)

se han obtenido los histogramas del APDy y se ha estudiado la generacién de se actividad

eléctrica espontanea susceptible de producir efectos arritmicos. A continuacidn se presentan

los resultados obtenidos en cada poblacion.
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Figura 28: Histogramas del APDy, para la poblacion en control en cada una de las condiciones

estudiadas con los 628 modelos. Las lineas rojas sefialan los limites del rango fisioldgico, la
verde la media experimental y la morada la media de las simulaciones.
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En la figura 28 se puede observar como la mayoria de los potenciales de accidn tienen una
duracidn cercana al valor medio del rango fisiolégico. Por otro lado, alterar las conductancias
de las corrientes tiende a producir una prolongacion del potencial, provocando que Ia
distribucidn se encuentre truncada por la izquierda. Ademas se aprecia que a 2Hz la duracidn
del potencial de accidén alcanza valores superiores, esto se debe al fendmeno de restitucion.
Cuanto menor es la frecuencia de estimulacion, hay mas tiempo entre pulsos y el potencial se
alarga. Las medias experimentales y de las simulaciones son similares en todos los casos.

En cuanto al efecto de la beta estimulacidn, se puede observar se produce un pequefo
desplazamiento de la media hacia la izquierda.

Finalmente, en esta poblacién no se produjo actividad eléctrica espontanea en ninguno de
los modelos bajo ninguna de las condiciones.
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Figura 29: Histogramas del APDs, para la poblacién con la mutacién del RyR2****’“ en cada una

de las condiciones estudiadas con los 628 modelos. Las lineas rojas sefialan los limites del
rango fisioldgico, la verde la media experimental y la morada la media de las simulaciones.

En la figura 29 se observa que al introducir la mutacién del canal de liberacién de calcio,
algunos modelos que se encontraban dentro del rango fisioldgico en control se salen de dicho
rango, en concreto esto sucede en 62 de los 628 modelos. Esto se produce con mayor
frecuencia cuando no se aplica beta estimulacidn. Ademas, la mayoria de los modelos que
salen del rango lo hacen por un aumento de la duracidn del potencial de accién. De nuevo las
medias experimentales y simuladas son similares en todos los casos.

En lo referente a la beta estimulacidn, no produce grandes diferencias sobre la distribucion
de la poblacion.
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Finalmente, en cuanto a la presencia de actividad eléctrica espontanea (figura 30), sin
aplicar beta estimulaciéon no se produce en ningiin modelo, tal y como ocurria en control. Sin

embargo, al aplicar beta estimulacion se produce actividad espontdnea en un.
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Figura 31: Histogramas del APD90 para la poblacién con la mutacién de la calsequestrina en
cada una de las condiciones estudiadas con los 628 modelos. Las lineas rojas sefialan los
limites del rango fisioldgico, la verde la media experimental y la morada la media de las

simulaciones.

En este caso también sucede que varios modelos se salen del rango fisioldgico en control en

alguna de las condiciones (figura 31). Esto ocurre con mas frecuencia que en la mutacién del

RyR, resultando en 121 de 628 modelos cuyos potenciales salen del rango. Es a 2Hz donde se
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produce una mayor desviaciéon de los modelos y, de nuevo, la mayoria escapan del rango por
un aumento de la duracidon del potencial de accidon. A 3Hz no hay ningln caso cuyo APDgy sea
excesivamente elevado. Los valores medios contintan siendo similares.

En cuanto a la beta estimulacidon, en este caso produce un desplazamiento hacia la
izquierda de los valores medios de duracién del potencial. Esto ocurre tanto a 2 como a 3Hz.
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400
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20 115
o o
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500 el 500 456
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Figura 32: Niumero de modelos de la poblacion con la mutacién CASQ2(-/-) que presentan o no
actividad eléctrica espontdnea (AEE) en cada una de las condiciones

Por ultimo, en cuanto a la presencia de actividad eléctrica espontanea (figura 32). Esta
mutacion es la Unica que provoca AEE en las cuatro condiciones estudiadas, incluso sin la
aplicacion de beta estimulacidn. Este resultado concuerda con el hecho de que esta mutacion
producia actividad eléctrica espontanea incluso sin necesidad de altas frecuencias (figura 26).
Ademas, el total de modelos que presentan actividad espontdnea es muy superior al de la otra
mutacion.

5.4 CORRELACION Y RGRESION LOGISTICA

Como se ha mencionado en los métodos, para valorar el efecto de cada conductancia y ver
en cada biomarcador, se ha realizado una correlacion entre los valores de las conductancias en
cada uno de los 628 modelos y las medidas obtenidas para el pico de calcio, tiempo de pico,
constante de recuperacién y APDy, en cada uno de esos modelos.

En el caso del quinto biomarcador que determina la presencia o no de actividad eléctrica
espontdnea, se trata de una variable categédrica codificada como 0 en caso de no producirse
dicha actividad o como 1 en caso de producirse. Por este motivo no se puede utilizar la
correlacién. Asi pues, se decide realizar una regresion logistica de modo que la conductancia
con mayor coeficiente en la regresidn sera la que mas afecte a la aparicion de este tipo de
actividad. Para la poblacién en control y sin aplicar beta estimulaciéon en la poblacion de la

R4497C

mutacion RyR2 no se ha realizado regresidn, ya que no se genera actividad espontanea.
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Las figuras 33, 34, 35, 36, 38 y 39 representan las matrices de correlacién normalizadas con
respecto al valor maximo de cada biomarcador. El color rojo representa un valor positivo de
correlacién y el color azul uno negativo, esto significa que la sensibilidad del biomarcador con
respecto a dicha variable es positiva o negativa respectivamente. Una sensibilidad positiva
implica que al aumentar la variable aumenta el valor del biomarcador y una negativa lo
contrario. Las figuras 37 y 40 representan los coeficientes de la regresién logistica
normalizados con respecto al valor maximo en cada condicidn en la que se produce actividad
eléctrica espontanea (figuras 31y 32). Destacar que el signo de los coeficientes se obtiene con
respecto a predecir que no se produzca esta actividad. Los colores representan los mismo que
en las correlaciones. A continuacién se presentan las gréficas obtenidas para la poblacién en
control y las poblaciones mutadas en cada una de las condiciones:

e Control:
2Hz sin IS
TTP

Tau -

APD I -

GMNa GCal Gto GHKr GKs GKI GNCX G NaK

2Hz con IS0

Picor

Tau

APD I -

GNa GCal Gto GHK GKs GHKI GMNOX G MK

Figura 33: Matrices de correlacién normalizada en control a 2Hz sin beta estimulacién (arriba)
y con beta estimulacidn (abajo).
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3Hz sin ISO
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Figura 34: Matriz de correlaciéon normalizada en control a 3Hz sin beta estimulacién (arriba) y
con beta estimulacién (abajo).

En la figura 34 se puede observar que a 2Hz la actividad maxima de la bomba sodio-potasio
(G_NaK) y la conductancia de la componente rapida de la corriente diferida de potasio (G_Kr)
presentan las mayores correlaciones con todos los biomarcadores estudiados con
independencia de aplicar o no beta estimulacién. En el caso de la bomba, la sensibilidad es
positiva y la mas alta en todos los casos independientemente de la aplicacidn de beta
estimulacién, excepto en la constante de recuperacién con beta estimulacidn, en este caso la
conductancia de la corriente transitoria de salida de potasio (G_to) es la que tiene mayor
correlacién. La corriente de potasio presenta una sensibilidad muy elevada pero negativa con
la mayoria de biomarcadores.

En cuanto a los resultados a 3Hz (figura 35), la bomba de sodio-potasio continta siendo una
de las variables mas importantes, si bien su sensibilidad se vuelve negativa para el pico de
calcio y el tiempo de pico sin beta estimulacién. La componente rapida de la corriente diferida
de potasio también se mantiene como una de las mas relevantes. Finalmente, a diferencia de
lo que sucede a 2Hz, la corriente rectificadora inversa de potasio (G_K1) es la que mas afecta al
pico de calcio independientemente de la beta estimulacidon y al tiempo de pico cuando se
aplica dicha estimulacién. La beta estimulacion no provoca cambios significativos en la
importancia de las corrientes.
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° R4497C:

Mutacion RyR2

2sth|E{J
Picol
TP}
Tauf
APDF
G MNa G c:aL Gto G Kl G_NCX G_Mak
2Hzcon|50
Picol
TTP|
Tauf
ﬁPD_ -
. Ma G c:aL Gto G Kl G NCX G Mak
R4497C

Figura 35: Matriz de correlacion normalizada con la mutacion RyR2

a 2Hz sin beta

estimulacién (arriba) y con beta estimulacién (abajo).
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Figura 36: Matriz de correlacion normalizada con la mutacién RyR2
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RA497C 3 3Hz sin beta

estimulacién (arriba) y con beta estimulacion (abajo).

Los resultados obtenidos con la mutacién RyR2

R4497C

son similares a los de control. A 2Hz las

mayores correlaciones se obtienen para la bomba sodio-potasio y la componente rapida de la
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corriente diferida de potasio, esta ultima es todavia mas relevante en el caso de la mutacion.
Los signos de las sensibilidades también se mantienen para la mayoria de los biomarcadores,
positiva para la bomba y negativa para la corriente. La sensibilidad de la bomba sodio-potasio
se invierte para el tiempo de pico sin beta estimulacidon y el pico con beta estimulacién.
También cabe destacar la corriente transitoria de salida de potasio (G_to) que tiene especial
importancia en el tiempo de pico sin beta estimulacién y en el pico con estimulacién. Al igual
que en control, la aplicacién de beta estimulacidn en presencia de la mutaciéon no produce
alteraciones grandes en la importancia de las corrientes, sin embargo invierte la sensibilidad
en algunos biomarcadores.

A 3Hz vuelven a observarse resultados similares a los de control, ademas sigue sin haber
grandes cambios con respecto a la mutacién a 2Hz.. La bomba de sodio-potasio y la corriente
rapida de potasio siguen siendo las variables mas importancia. Cabe destacar que la mutacién
provoca que la corriente de potasio tipo 1 pierda importancia a 3Hz con respecto a lo que
sucede en control. Al igual que en los casos anteriores, la beta estimulacion no provoca
grandes cambios.

Regresion logistica mula cion RyR

o ——-

3Hz con IS0+

GNa GCal Gilo GK GKs GEKI GNCX G Mak

Figura 37: Matriz de coeficientes de la regresién logistica para la mutacién RyR2****’C,

En la figura 37 que muestra la matriz de coeficientes de la regresiéon en presencia de la

R497C se puede observar que la bomba sodio-potasio continta siendo la mas

mutaciéon RyR2
relevante. A 2Hz también destaca la corriente transitoria de salida de potasio (G_to), sin

embargo a 3Hz la importancia de todas las corrientes es mucho menor que la de la bomba.
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Mutacion CASQ2(-/-):
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Figura 38: Matriz de correlacion normalizada con la mutacién CASQ2(-/-) a 2Hz sin beta

estimulacién (arriba) y con beta estimulacién (abajo).
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Pico
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Tau
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GNa GCal Gto GK GKs GKl

Figura 39: Matriz de correlacion normalizada con la mutacion CASQ2(-/-) a 3Hz sin beta

estimulacidn (arriba) y con beta estimulacion (abajo).

A 2Hz lo resultados siguen el linea con lo obtenido anteriormente, la bomba sodio-potasio y
la corriente rapida de potasio son las mas importantes con sensibilidad positiva y negativa en
la mayoria de los casos respectivamente. Sin embargo se puede ver como otras corrientes
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como la de calcio tipo L (G_Cal), sodio (G_Na), potasio (G_to) y la de potasio tipo 1 (G_K1)
tienen valores de correlacion mas elevados que en los casos de control y mutacion del RyR. La
aplicacién de beta estimulacién continuda sin provocar grandes cambios, sin embargo con esta
mutacién su efecto es algo superior a los casos anteriores. En particular la aplicacién de beta
estimulacién a 2Hz hace que las corrientes que no son la bomba sodio-potasio y la rapida de
potasio pierdan importancia.

A 3Hz se observa mucha mds variabilidad que en los casos anteriores. La bomba sodio-
potasio y la corriente rdpida de potasio siguen siendo muy importantes, pero el resto de
corrientes tienen valores de correlacion mas elevados. Este efecto es mas marcado que el
observado a 2Hz con esta misma mutacion. Destaca especialmente la corriente de potasio tipo
1 que tiene importancia similar a la de la bomba y la rdpida de potasio. En este caso no hay
grandes diferencias entre los resultados obtenidos con y sin beta estimulacién.

Regresion logistica mutacion calsequestrina

2Hz sinI1SOF

2Hz con ISO |

3Hz sin 150

3Hz con SO

GNa GGCal Gito GHK GHKs GK GHNOX G Nk

Figura 40: Matriz de coeficientes de la regresidn logistica para la mutacién CASQ2(-/-).

En la figura 40 que muestra la matriz de coeficientes de la regresién para la mutacion
CASQ2(-/-) se observa que en los casos donde no se aplica beta estimulacién la bomba sodio-
potasio es la variable mas importante, con signo positivo. Sin embargo, al aplicar beta
estimulacién pasa a ser la corriente de potasio tipo 1 la variable mas importante, con signo
negativo. El resto de corrientes son menos importantes. No se observan grandes diferencias
debidas a la frecuencia de estimulacién.

Los resultados obtenidos se encuentran en linea con lo observado en otros estudios. La
importancia de la bomba sodio-potasio en el pico y dindmica de calcio aparece reflejada en el
trabajo de Romero y colaboradores (2009). Debido a su importancia en los biomarcadores el
estudio de Britton y colaboradores (2017) se centra en dicha bomba. Finalmente, la relevancia
de la componente rapida de la corriente diferida de potasio y sus efectos sobre el APDgy
concuerdan co lo obtenido por Britton y colaboradores (2013).
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6 CONCLUSIONES

En este trabajo final de master se ha modelizado la mutacién RyR2***’° basandose en los
datos experimentales disponibles en la literatura cientifica sobre la dindmica de calcio. Para
ello, se ha utilizado una herramienta de ajuste automatico de pardmetros que permite obtener
el factor multiplicativo éptimo para el modelo de Markov del canal RyR.

También se ha adaptado un modelo existente de la mutacién CASQ2(-/-) de la
calsequestrina para reproducir los efectos de dicha mutacion en miocitos ventriculares
humanos.

Finalmente se ha desarrollado una poblacion de modelos de miocitos ventriculares
humanos en la que se han introducido las dos mutaciones modelizadas y se ha realizado una
correlacién para analizar la importancia de las principales corrientes de la membrana celular
sobre los biomarcadores estudiados en ausencia y en presencia de las mutaciones
modelizadas.

Para ello, se han llevado a cabo los siguientes objetivos secundarios:

1. Modelizar la mutacion RyR2%*’“ del canal RyR usando un modelo de miocito
ventricular de humano. Se ha desarrollado un modelo de esta mutacidén basandonos
en los datos experimentales de Fernandez-Velasco y colaboradores y usando la
herramienta de ajuste utilizada por Moreno y colaboradores. Como resultado, se ha
multiplicado por diez la velocidad de transicién hacia el estado abierto del modelo
de Markov del canal RyR.

2. Adaptar el modelo existente de la mutacion del tipo CASQ2(-/-) de la calsequestrina a
un modelo de miocito ventricular de humano. Se ha adaptado el modelo de mutacién
desarrollado por Yang y colaboradores definido en un modelo de conejo. Para
reproducir el comportamiento de esta mutacion se han reducido un 50% la
concentracioén inicial y la derivada de la calsequestrina.

3. Generar una poblacion de modelos de cardiomiocitos ventriculares que reproduzca la
variabilidad natural presente en los seres humanos. Se ha generado una poblacién de
modelos de cardiomiocitos ventriculares modificando las principales corrientes de
membrana de un modelo promedio. Para ello, se ha generado una distribucién
uniforme que modifique las conductancias de las corrientes en un rango de £100%,
como Britton y sus colaboradores. Finalmente, la poblacion de modelos se ha
validado de manera que su APDg se encuentre dentro del rango fisioldgico
observado por O’Hara y sus colaboradores.

4. Estudiar el efecto de la mutacion RyR2R4497C del canal RyR y de la mutacidn del tipo
CASQ2(-/-) de la calsequestrina en la generacion de actividad eléctrica espontdnea
utilizando una poblacion de modelos de cardiomiocitos ventriculares humanos. Se
han introducido las mutaciones modelizadas anteriormente en la poblacién de
modelos desarrollada. A continuacidon, se ha estudiado en cuantos modelos se
produce actividad eléctrica espontdnea y cuales son las corrientes que mas afectan a
la generacién de esta actividad.
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5. Estudio de los efectos de las principales corrientes de la membrana celular sobre los
biomarcadores celulares relacionados con las mutaciones consideradas en este
estudio. Se ha realizado una correlacion entre las conductancias de las corrientes y
los biomarcadores estudiados (pico maximo, tiempo de pico y constante de
recuperacion del calcio intracelular y APDg) utilizando la poblacién de modelos
generada previamente. Se ha observado que la bomba de sodio-potasio y la
componente rdpida de la corriente diferida de potasio son las que mas influyen en
los biomarcadores analizados.
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7 LINEAS FUTURAS

El modelo actual esta caracterizado para modelizar y simular las mutaciones RyR2**?7¢ ¥

CASQ2(-/-) causantes de la taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica y observar su
efecto en una poblacién de modelos.

No obstante, el modelo es susceptible de admitir diversas modificaciones:

e Testear el efecto de farmacos como la flecainida, la lidocaina, la ranolazina y
betabloqueantes.

e Modelizar otras mutaciones causantes de la taquicardia ventricular polimodrfica
catecolaminérgica.

e Realizar simulaciones en otras escalas, como a nivel de fibra, de tejido y de
organo. Mediante estas simulaciones también seria posible la obtencién del
ECG.
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8 PUBLICACIONES

F. Escobar Ropero, M.A. Arnau Vives, E. Zorio Grima, J. Saiz, Rodriguez, L. Romero Pérez.
R97C v CASQ2(-/-) causantes de la taquicardia
ventricular polimérfica catecolaminérgica utilizando una poblacién de modelos de
cardiomiocitos ventriculares humanos. XXXVII Congreso Anual de la Sociedad Espafola de
Ingenieria Biomédica. (En fase de elaboracion)

Simulacidn del efecto de las mutaciones RyR2

57



58



9 BIBLIOGRAFIA

Grandi, E., Pasqualini, F., & Bers, D. (2010). A novel computational model of the human
ventricular action potential and Ca transient. Journal Of Molecular And Cellular Cardiology,
48(1), 112-121. doi: 10.1016/j.yjmcc.2009.09.019

Moreno, J., Yang, P., Bankston, J., Grandi, E., Bers, D., Kass, R., & Clancy, C. (2013). Ranolazine
for Congenital and Acquired Late | Na -Linked Arrhythmias. Circulation Research, 113(7).
doi: 10.1161/circresaha.113.301971

Moreno JD, Lewis TJ, Clancy CE (2016) Parameterization for In-Silico Modeling of lon
Channel Interactions with Drugs. PLoS ONE 11(3): e0150761.
doi:10.1371/journal.pone.0150761

Yang, P., Moreno, J., Miyake, C., Vaughn-Behrens, S., Jeng, M., & Grandi, E. et al. (2015). In
silicoprediction of drug therapy in catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia.
The Journal Of Physiology, 594(3), 567-593. doi: 10.1113/jp271282

Drake et al., R. L. (2010). Gray Anatomia para estudiantes (22 ed.). Barcelona: Elsevier

Ferrero Corral et al., J. M. (1994). Bioelectrénica. Sefiales bioeléctricas. Valencia: Servicio de
Publicaciones UPV

Ferreroy de Loma-Osorio, J. M.(2016). Material de clase: Bioelectricidad. Valencia: Grado en
Ingenieria Biomédica

Hall, J. E., & Guyton, A. C. (2011). Guyton & Hall tratado de fisiologia médica (122 ed.).
Barcelona: Elsevier

Raisman, J., & Gonzalez, A. M. (2013). Hipertextos del drea de biologia. Recuperado el 2 de
junio de 2019 de http://www.biologia.edu.ar/

https://www.itaca.edu.es/potencial-accion-cardiaco.htm

Montagud Balaguer, V. (2015). Arritmias. Recuperado el 15 de junio, 2018, from
http://www.fundaciondelcorazon.com/informacion-para-pacientes/enfermedades-
cardiovasculares/arritmias.html

Domingo, D. (2014). Rasgos no ventriculares, clinicos y funcionales de la mutacion RyR22R420Q
causante de taquicardia ventricular polimarfica catecolaminérgica.

Loewe, L. (2008) Genetic mutation. Nature Education 1(1):113

Wang S, Trumble WR, Liao H, Wesson CR, Dunker AK, Kang CH (1998). "Crystal structure of
calsequestrin from rabbit skeletal muscle sarcoplasmic reticulum". Nat. Struct. Biol. 5 (6):
476-83. doi:10.1038/nsb0698-476

59


http://www.biologia.edu.ar/
https://www.itaca.edu.es/potencial-accion-cardiaco.htm
http://www.fundaciondelcorazon.com/informacion-para-pacientes/enfermedades-cardiovasculares/arritmias.html
http://www.fundaciondelcorazon.com/informacion-para-pacientes/enfermedades-cardiovasculares/arritmias.html
https://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
https://doi.org/10.1038%2Fnsb0698-476

Bround MJ, Wambolt R, Luciani DS, Kulpa JE, Rodrigues B, Brownsey RW, Allard MF, Johnson JD
(15 May 2013). "Cardiomyocyte ATP production, metabolic flexibility, and survival require
calcium flux through cardiac ryanodine receptors in vivo". Journal of Biological Chemistry.
288 (26): 18975-86. doi:10.1074/jbc.M112.427062

Soltis, A., & Saucerman, J. (2010). Synergy between CaMKII Substrates and B-Adrenergic
Signaling in Regulation of Cardiac Myocyte Ca2+ Handling. Biophysical Journal, 99(7), 2038-
2047. doi: 10.1016/j.bpj.2010.08.016

Hodgkin, A. L., & Huxley, A. F. (1952). A quantitative description of membrane current and its
application to conduction and excitation in nerve. Bulletin of Mathematical Biology, 117,
500-544. https://doi.org/10.1007/BF02459568

Rudy, Y., & Silva, J. R. (2006). Computational biology in the study of cardiac ion channels and
cell  electrophysiology. Quarterly Reviews of  Biophysics, 39(1), 57.
https://doi.org/10.1017/50033583506004227

Stern, M. (1999). Local control models of cardiac excitation-contraction coupling. The
Rockefeller University Press, 113, pp.469-489

Britton, O., Bueno-Orovio, A., Van Ammel, K., Lu, H., Towart, R., Gallacher, D., & Rodriguez, B.
(2013). Experimentally calibrated population of models predicts and explains intersubject
variability in cardiac cellular electrophysiology. Proceedings Of The National Academy Of
Sciences, 110(23), E2098-E2105. doi: 10.1073/pnas.1304382110

Britton, O., Bueno-Orovio, A., Virag, L., Varrd, A., & Rodriguez, B. (2017). The Electrogenic
Na+/K+ Pump Is a Key Determinant of Repolarization Abnormality Susceptibility in Human
Ventricular Cardiomyocytes: A Population-Based Simulation Study. Frontiers In Physiology,
8. doi: 10.3389/fphys.2017.00278

Nelder J. A. and Mead R. A simplex method for function minimization. The Computer
Journal (1965) 7 (4): 308-313 d0i:10.1093/comjnl/7.4.308.

El-Armouche, A. & Eschenhagen, T. Heart Fail Rev (2009) 14: 225.
https://doi.org/10.1007/s10741-008-9132-8

Ramay, H., Liu, O., & Sobie, E. (2011). Recovery of cardiac calcium release is controlled by
sarcoplasmic reticulum refilling and ryanodine receptor sensitivity. Cardiovascular
Research, 91(4), 598-605. doi: 10.1093/cvr/cvr143

Thomas O'Hara, Laszl6é Virag, Andras Varrd, Yoram Rudy. Simulation of the Undiseased
Human Cardiac Ventricular Action Potential: Model Formulation and Experimental
Validation. PLoS Comput Biol. 2011 May; 7(5): e1002061. Published online 2011 May
26. doi: 10.1371/journal.pcbi.1002061

Fernandez-Velasco, M., Rueda, A., Rizzi, N., Benitah, J., Colombi, B., & Napolitano, C. et al.
(2009). Increased Ca 2+ Sensitivity of the Ryanodine Receptor Mutant RyR2 R4496C
Underlies Catecholaminergic Polymorphic Ventricular Tachycardia. Circulation Research,
104(2), 201-209. doi: 10.1161/circresaha.108.177493

60


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3696672
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3696672
https://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
https://doi.org/10.1074%2Fjbc.M112.427062
https://doi.org/10.1007/BF02459568
https://doi.org/10.1007/s10741-008-9132-8

Romero, L., Pueyo, E., Fink, M., & Rodriguez, B. (2009). Impact of ionic current variability on
human ventricular cellular electrophysiology. American Journal Of Physiology-Heart And
Circulatory Physiology, 297(4), H1436-H1445. doi: 10.1152/ajpheart.00263.2009

61



62



PRESUPUESTO






1 INTRODUCCION

En el siguiente documento se recogen los costes asociados a la elaboracién del trabajo
antes descrito. Para ello se han considerado tres tipos de costes:

e Costes de mano de obra.
e Costes de hardware.
e Costes de software.

El coste del hardware y el software se corresponde con el precio de venta al publico de los
diferentes productos.

2 PRESUPUESTO DETALLADO

A continuacién se desglosan los componentes de cada uno de los tipos de costes
presentados anteriormente.

2.1 COSTE DE MANO DE OBRA

Comprenden los costes correspondientes al trabajo de las personas fisicas implicadas en
la elaboracién del estudio. Dichas personas han sido:

e D2 Lucia Romero Pérez: Doctora Ingeniera Industrial especializada en
bioelectricidad. Ha realizado las tareas de supervision y correccidn del trabajo.

e D. Fernando Escobar Ropero: Estudiante del Master Universitario de Ingenieria
Biomédica. Responsable de la realizacién del estudio.

En la siguiente tabla (tabla 5) se desglosan los costes de mano de obra. Los costes
unitarios se han estimado atendiendo a la categoria del personal, siendo la de la doctora
ingeniera superior a la del estudiante.

Tipo de mano de obra | Cantidad (horas) | Coste unitario (€/h) Coste total (€)
Estudiante 500 15.00 7500
Doctora Ingeniera 50 25.00 1250
SUBTOTAL 8750

Tabla 3: Desglose de los costes de mano de obra del trabajo.

El coste total de la mano de obra es de ocho mil setecientos cincuenta euros (8750 €)
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2.2 COSTE DE HARDWARE

Se han utilizado dos ordenadores personales, uno de sobremesa y otro portatil, para
realizar todo lo requerido por el trabajo. También se ha usado un disco duro externo para
transporte, copia de seguridad y almacenamiento de los archivos del proyecto. En la tabla 6
se recogen los costes desglosados:

Coste
_ . Coste (€) Vida util Tiempo de imputable
Descripcion Cantidad sin IVA (meses) uso (meses) (€)
sin IVA
Sobremesa
HP ENVY 1 1074.37 72 7 104.45
Portatil
HP OMEN 1 849.99 60 7 99.17
Disco duro
My Passport 4 Tb 1 80 96 / >-83
SUBTOTAL 209.45

Tabla 4: Desglose de los costes de hardware del trabajo.

El coste imputable de la tabla se ha calculado teniendo en cuenta las amortizaciones de
los productos empleados segun la férmula:

Tiempo de uso-Coste

Coste imputable = Vida Gtil

(Ec. 1)

El coste total del hardware es de doscientos nuevo euros con cuarenta y cinco céntimos
(209.45 €)

2.3 COSTE DE SOFTWARE

Para la realizacion del trabajo se han utilizado los siguientes programas:

e Windows 10 (Microsoft Corporation, Redmond (WA), EEUU): Sistema operativo de
los ordenadores utilizados. En el precio del equipo se incluye la licencia de este
software.

e Matlab 2018Ra (TheMathWorks Inc., Natick (MA), EEUU): Programa utilizado para
desarrollar la interfaz grafica y analizar los resultados obtenidos.

e Eclipse Neon (The Eclipse Foundation): Entorno de desarrollo gratuito para
programacion en C/C++

e Microsoft Office 365 (Microsoft Corporation, Redmond (WA), EEUU): Suite
ofimdtica empleada para redactar los documentos de la memoria.

e BigML: Software online para el tratamiento y analisis de datos.
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Duracion Coste
. . . . Ti i |
Descripcidn Cantidad Cqste (€) licencia lempo de imputable
sin IVA (meses) uso (meses) (€)
sin IVA
Windows 10 1 0 De por vida 7 0
Matlab
R2019a 1 800 12 7 466.67
Eclipse Neon 1 0 De por vida 7 0
Microsoft
Office 365 1 57.02 12 7 33.26
BigML 1 0 De por vida 7
SUBTOTAL 499.93

Tabla 5: Desglose de los costes de software del trabajo.

Para el coste imputable se ha usado la ecuacién 1 sustituyendo la vida util por la

duracién de la licencia.

El coste total del software es de cuatrocientos noventa y nueve euros con noventa y

tres céntimos (499.93 €).

3 PRESUPUESTO FINAL

El presupuesto total del trabajo se obtiene sumando los costes de todos los componentes

del proyecto para formar el coste de ejecuciéon material. Sobre ese coste se aplica un 16% en
concepto de gastos generales. Tanto al coste de ejecucion material como a los gastos
generales se les aplica el impuesto sobre el valor afiadido (IVA) del 21%. Finalmente, sobre el
coste de ejecucion material se aplica un 6% de beneficio industrial que se afadira a lo anterior

para obtener el presupuesto total del trabajo.

Descripcion

Coste imputable sin IVA (€)

Coste con IVA (€)

Coste ejecucién material 9459.38 11445.85
Gastos generales 1513.50 1831.34

Beneficio industrial 567.56 567.56
TOTAL 7020.62 13844.75

Tabla 6: Coste total del trabajo

El presupuesto total del proyecto es de trece mil ochocientos cuarenta y cuatro euros con
setenta y cinco céntimos (13844.75 €)
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