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RESUMEN

La funcién contractil de la fibra muscular cardiaca, y por tanto las posibles arritmias del miocardio presentan
una gran dependencia con la regulacidon del calcio en el interior de la célula. En el citoplasma de este tipo de
células (cardiomiocitos) se encuentra un organulo denominado mitocondria, caracterizado, por una parte,
porque en él se produce la mayor parte de la sintesis de energia en forma de ATP vy, por otra, por su
importante rol en la regulacion del calcio intracelular. No obstante, aun no se ha desarrollado ninglin modelo
matematico del potencial de accién y corrientes idnicas en cardiomiocitos que incorpore la dinamica
mitocondrial.

El modelo implementado por Ainhoa Asensio en su Trabajo Fin de Grado [Asensio Orts, 2017], en el afio 2017,
y publicado en [Asensio y Ferrero, 2017a] y en [Asensio y Ferrero, 2017b] fue uno de los primeros en el
mundo en introducir las corrientes pertenecientes a la mitocondria en un modelo de potencial de accién de
cardiomiocito de ventriculo de conejo. Al obtenerse resultados significativos en dicho modelo y con el fin de
hacer un andlisis mds exhaustivo sobre la influencia de las mitocondrias en la regulacion de calcio, se decidié
seguir esa linea de investigaciéon afiadiendo mas posibles estados de la célula referentes a mutaciones
celulares, a la influencia de farmacos sobre corrientes idnicas, a la edad o incluso a enfermedades cardiacas.
Sin embargo, para llevar a cabo estos nuevos estudios, resultaba esencial desarrollar un nuevo software que
automatizase y sistematizase las simulaciones.

Para este fin, en el presente Trabajo Final de Master se ha disefiado e implementado un software de
automatizacidn y procesamiento de resultados, mediante el uso de la herramienta Matlab, que facilita la
obtencién de multiples simulaciones de un modelo de potencial de accién bajo diferentes condiciones de
aumento o bloqueo de corrientes idnicas y de frecuencia de estimulacién. El resultado de la aplicacién del
software a un modelo de potencial de accién y corrientes idnicas es una matriz de cuatro dimensiones que
proporciona los valores de cuatro biomarcadores preclinicos de calcio (nivel sistdlico de calcio, nivel
diastélico de calcio, tiempo hasta el pico de calcio y duracion del transitorio de calcio) correspondientes a
diferentes intervenciones (genéticas o farmacoldgicas) sobre las corrientes idnicas celulares y a diferentes
frecuencias de estimulacion. El nuevo software se ha aplicado tanto al modelo de potencial de accién y
corrientes idnicas de cardiomiocito de conejo ajustado con mitocondrias [Asensio 2017a], como al modelo
sin mitocondria [Shannon y otros, 2004]. Ademas, se ha implementado una interfaz grafica que permite
visualizar los resultados con el fin de realizar un analisis que compare ambos modelos de potencial de accidn.

Finalmente, utilizando el software desarrollado, se ha realizado un andlisis de sensibilidad de la influencia de
las corrientes de la mitocondria sobre el modelo, con el objetivo de determinar los errores cometidos por la
ausencia de mitocondrias en los modelos de potencial de accién.
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RESUM

La funcié contractil de la fibra muscular cardiaca, i per tant les possibles arritmies del miocardi presenten una
gran dependéncia amb la regulacié del calci a l'interior de la cél-lula. En el citoplasma d’aquest tipues de
cél-lules (miocits) es troba un organul denominat mitocondria, caracteritzat, d’'una banda, perqué en ell es
produeix la major part de la sintesi d’energia en forma d’ATP i, per I'altra pel seu important paper en la
regulacié del calci intracel-lular. No obstant a¢o, encara no s’ha desenvolupat cap model matematic de
potencial d’accid i corrents idOniques en miocits que incorpore la dinamica mitocondrial.

El model implementat per Ainhoa Asensio en el seu treball Fi de Grau [Asensio Orts, 2017], I'any 2017, i
publicat en [Asensio i Ferrero, 2017a] i en [Asensio i Ferrero, 2017b] va ser un dels primers en el mén en
introduir les corrents pertanyents a la mitocondria en un model de potencial d’accié de miocit de ventricle
de conill. En obtenir-se resultats significatius en aquest model i amb la finalitat de fer una analisi més
exhaustiu sobre la influéncia de les mitocondries en la regulacid del calci, es va decidir seguir aqueixa linia
d’investigacio afegint més possibles estats de la cél-lula referents a mutacions cel-lulars, a la infleuncia de
farmacs sobre corrents idniques, a I'edat o fins i tot a malalties cardiaques. No obstant aco, per a dur a terme
aquests nous estudis, resultava essencial desenvolupar un nou software que automatitzara i sistematitzara
les simulacions.

Per a aquest fi, en el present Treball Final de Master s’ha dissenyat i implementat un software
d’automatitzacio i processament de resultats, mitjancant I'Us de de la ferramenta Matlab, que facilita
I’obtencié de multiples simulacions d’'un model de potencial d’accié baix diferents condicions d’augment o
bloqueig de corrents ioniques i de freqliencia d’estimulacio. El resultat de I'aplicacié del software a un model
de potencial d’accid i corrents ioniques és una matriu de quatre dimensions que proporciona els valors de
guatre biomarcadors preclinics de calci (nivell sistolic de calci, nivell diastolic de calci, temps fins al pic de
calci i duracid del transitori de calci) corresponents a diferents intervencions (genériques o farmacologiques)
sobre les corrents ioniques cel-lulars i a diferents freqlieéncies d’estimulacié. El nou software s’ha aplicat tant
al model de potencial d’accid i corrents idniques de miocit de conill ajustat amb mitocondries [Asensio i
Ferrero, 2017a], com al model sense mitocondria [Shannon i altres, 2004]. A més, s’ha implementat una
interficie grafica que permet visualitzar els resultsts amb la finalitat de realitzar una analisi que compare els
dos models de potencial d’accié.

Finalment, utilitzant el software desenvolupat, s’ha realitzat una analisi de sensibilitat de la influencia de les
corrents de la mitocondria sobre el model, amb I'objectiu de determinar els errors comesos per I'abséncia
de mitocondries en els models de potencial d’accié.
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ABSTRACT

The contractile function of the cardiac muscle fiber, and therefore the possible myocardial arrhythmias, are
highly dependent on the calcium regulation inside the cell. In the cytoplasm of this cells type
(cardiomyocytes) there is an organelle called mitochondria, characterized, on the one hand, because it
produces the most of the synthesis of energy in ATP form and, on the other, because of its important role in
the intracellular calcium regulation. However, no mathematical model of action potential and ionic currents
in cardiomyocytes incorporating mitochondrial dynamics has yet been developed.

The implemented model by Ainhoa Asensio in its Final Degree Project [Asensio Orts, 2017], in the 2017 year,
and published in [Asensio and Ferrero, 2017a] and in [Asensio and Ferrero, 2017b] was one of the first in the
world introducing the currents belonging to the mitochondria in a rabbit ventricle cardiomyocyte action
potential model. When significant results were obtained in the said model and in order to do a more
exhaustive analysis about the influence of mitochondria in the calcium regulation, it was decided to follow
this line of research adding more possible cell states related to cell mutations, to the drugs influence on ionic
currents, age or even heart diseases. However, to carry out these new studies, it was essential to develop a
new software to automate and systematize the simulations.

For this purpose, in the present Master Final Project an automation software has been designed and
implemented, through the use of the Matlab tool, which facilitates the obtaining of multiple simulations of
an action potential model under different conditions of increasing or blocking of ionic currents and of
stimulation frequency. The result of the software application to an action potential model and ionic currents
is a four-dimensional matrix which provides the four calcium preclinical biomarkers values (calcium systolic
level, calcium diastolic level, time to calcium peak and calcium transient duration) corresponding to different
interventions (genetic or pharmacological) on the cell ionic currents and at different stimulation frequencies.
The new software has been applied both to the action potential model and ionic currents of rabbit
cardiomyocyte adjusted with mitochondria [Asensio and Ferrero, 2017a], and to the model without
mitochondria [Shannon et al., 2004]. In addition, a graphical interface has been implemented to visualize the
results in order to perform an analysis that compares both action potential models.

Finally, using the developed sofware, a sensitivity analysis of the mitochondria currents influence on the
model was carried out, in order to determine the errors committed by the absence of mitochondria in the
action potential models.
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Figura 5.1: Representacion gréfica del potencial de accién en funcién del tiempo, a periodo de estimulacion
de 500 ms. (Fuente: Asensio Orts, 2017).
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calcio libre en el interior de la célula, y de la concentracién de calcio en el reticulo sarcoplasmatico con un
BCL de 350 ms. En la grafica (a) vemos el PA, en la (b) el Caiy en la (c) el Casg.
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Figura 5.8: representacion grafica en funcion del tiempo del potencial de accidn, de la concentracidn de calcio
libre en el citoplasma, de la concentracion de calcio libre en el interior de la mitocondria y de la concentracién
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Figura 5.15: Representacién grafica de las consecuencias sobre el biomarcador CaS al alterar las once
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Figura 5.27: Representacion grafica del error relativo en tanto por cien (error porcentual) cometido por el
modelo SinMito respecto al modelo ConMito sobre el biomarcador CaD. La grafica (a) se corresponde con un
BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL de 1000 ms.

Figura 5.28: Representacion grafica del error relativo en tanto por cien (error porcentual) cometido por el
modelo SinMito (valor aproximado) respecto al modelo ConMito (valor verdadero) sobre el biomarcador
CaTTP. La grafica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL
de 1000 ms.

Figura 5.29: Representacion grafica del error relativo en tanto por cien (error porcentual) cometido por el
modelo SinMito (valor aproximado) respecto al modelo ConMito (valor verdadero) sobre el biomarcador
CaTD80. La grafica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL
de 1000 ms.
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Figura 5.30: Representacion grafica del error relativo en tanto por cien (error porcentual) cometido por el
modelo SinMito (valor aproximado) respecto al modelo ConMito con los factores de adaptacién
mitocondriales duplicados, sobre el biomarcador CaS. La grafica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la
(b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL de 1000 ms.

Figura 5.31: Representacion grafica del error porcentual cometido por el modelo SinMito respecto al modelo
ConMito con los factores de adaptacién mitocondriales duplicados, sobre el biomarcador CaD. La grafica (a)
se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL de 1000 ms.

Figura 5.32: Representacion grafica del error relativo en tanto por cien (error porcentual) cometido por el
modelo SinMito (valor aproximado) respecto al modelo ConMito con los factores de adaptacion
mitocondriales duplicados, sobre el biomarcador CaTTP. La grafica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms,
la (b) con uno de 500 msy la (c) con uno de 1000 ms.

Figura 5.33: Representacién grafica del error porcentual cometido por el modelo SinMito respecto al modelo
ConMiito con los factores de adaptacién mitocondriales duplicados, sobre el biomarcador CaTD80. La grafica
(a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms vy la (c) con un BCL de 1000 ms.

Figura 5.34: Representacion grafica del error relativo en porcentaje cometido por el modelo SinMito respecto
al modelo ConMito con los factores de adaptacidon mitocondriales reducidos a la mitad, sobre el biomarcador
CaS. La gréfica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL de
1000 ms.

Figura 5.35: Representacion grafica del error relativo en porcentaje cometido por el modelo SinMito respecto
al modelo ConMito con los factores de adaptacidn mitocondriales reducidos a la mitad, sobre el biomarcador
CaTTP. La gréfica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL
de 1000 ms.

Figura 5.36: Representacion grafica del error porcentual cometido por el modelo SinMito respecto al modelo
ConMito con los factores de adaptacion mitocondriales reducidos a la mitad, sobre el biomarcador CaTD80.
La grafica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL de 1000
ms.
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LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
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Corriente que atraviesa el intercambiador Na*/Ca?* de la mitocondria
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lon calcio

Concentracion de calcio libre en el citoplasma

Concentracion de calcio libre en el interior del reticulo sarcoplasmico
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Reticulo sarcoplasmatico
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Potencial de accidn

Duracion de periodo de estimulacion

Modelo que incluye a las mitocondrias

Modelo que no incluye a las mitocondrias

Calcio sistdlico

Calcio diastdlico

Calcio time-to-pick

Intervalo de tiempo hasta llegar al 80% del transitorio de calcio
Sensibilidad

Sensibilidad relativa

Concentracion de sodio libre en el citoplasma
Concentracion de sodio extracelular

Potencial en mV

Volumen del citoplasma

Potencial extracelular

Potencial intracelular

Potencial de membrana
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Factor multiplicativo del intercambiador de la mitocondria
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CAPITULO 1. MOTIVACION, ANTECEDENTES Y
JUSTIFICACION

El ultimo informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sobre las 10 principales causas de defuncidn
declara que las enfermedades cardiovasculares siguen siendo las primeras de la lista, provocando
aproximadamente un 27% de las muertes de 2016 [Organizacion Mundial de la Salud, 2018]. Es por ello que
resulta fundamental comprender los mecanismos de funcionamiento del corazén y las células que lo
componen para mejorar las terapias y diagndsticos de las cardiopatias y disminuir el nimero de defunciones
por esta causa.

El corazdn se caracteriza por su funcién de bombeo, proporcionando sangre rica en oxigeno a todas las
células del organismo. Se trata de un musculo que puede comportarse de esta forma gracias a su capacidad
de contraccidn y relajacion. Esta formado tanto por componentes celulares como acelulares, destacando de
los primeros los cardiofibroblastos, los cardiomiocitos, las células vasculares y las endoteliales [Pérez del
Villar Moro, 2016].

En un miocardio adulto y en condiciones normales, los cardiomiocitos ocupan la mayor parte de la totalidad
de su volumen. Son estas células las que posibilitan que el corazén pueda contraerse y relajarse. A su vez,
estas células contienen una serie de organulos, de entre los cuales se encuentran el reticulo sarcoplasmatico
y las mitocondrias [Csordds y otros, 2018].

Por otro lado, las miofibrillas presentan una gran importancia en cuanto a la funcién contractil del miocardio,
ya que sus filamentos de actina y miosina son proteinas contractiles que, cuando interactuan entre ellas, dan
lugar a la tensién del musculo cardiaco. Dicha interaccién se genera cuando el calcio en el interior de las
células se incrementa y se adhiere a una proteina (troponina) localizada en el filamento de actina. Por esta
razon, la contraccion del miocardio depende en su gran mayoria del funcionamiento de las miofibrillas, que
a su vez dependen del ion calcio [Riiegg, 1998].

Por otro lado, el adecuado funcionamiento contractil de los filamentos que constituyen las miofibrillas
presenta dependencia ante la funcidn de regulador del reticulo sarcoplasmatico. Esto se debe a que este
organulo es capaz de regular el ion calcio en el interior de las células, del cual dependen los filamentos a la
hora a de contraerse. Por este motivo podemos afirmar que el RS tiene una relacién directa con la contracciéon
de los cardiomioctos [Reyes-Juarez y Zarain-Herzberg, 2006].

En cuanto a las mitocondrias, también podemos afirmar que son imprescindibles para el adecuado
funcionamiento del miocardio, ya que aportan una gran dosis de energia en forma de ATP. Dicha energia es
de gran importancia para el musculo cardiaco debido a que los cardiomiocitos o también Ilamados fibras
musculares cardiacas, necesitan una gran cantidad de ésta para que se produzca la contraccion. Ademas,
este organulo, al igual que el RS, se caracteriza por su gran influencia en la homeostasis del calcio, siendo
este ion el principal protagonista de la contraccidon. Por tanto, estos son dos motivos de peso por los que las
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mitocondrias presentan una estrecha relacién con la correcta funcién contractil del corazén [Csordas y otros,
2018].

Desde su origen a mediados del siglo XX [Hodgkin y Huxley, 1952], los modelos matematicos de potencial de
accion y corrientes idnicas de células excitables ofrecen una eficaz herramienta para el estudio del
funcionamiento eléctrico del miocardio. Estos modelos (de humano y de otras especies animales) han ido
evolucionando, siendo cada vez mas detallados y, por tanto, ofreciendo una mayor capacidad de reproducir
el funcionamiento eléctrico de los cardiomiocitos [Tusscher y otros, 2004] [Decker y otros, 2009]. Sin
embargo, estos modelos no incluyen uno de los orgdnulos clave en la actividad eléctrica de dichas células:
las mitocondrias. Esto supone una gran desventaja, ya que existen una multitud de estudios experimentales
[Prola y otros, 2018] [Siasos y otros, 2018] que prueban que las anomalias tanto en la funcién como en la
estructura de las mitocondrias presentan un vinculo estrecho con ciertas enfermedades cardiovasculares.
M4ds concretamente, se ha localizado una asociacidn con la miocardiopatia hipertréfica e isquémica, con
deficiencias en el sistema de conduccidn cardiovascular, miodarditis e incluso arritmias.

Por esta razén, en este Trabajo Fin de Master se pretende dar un paso mads continuando con el Trabajo Final
de Grado presentado por Ainhoa Asensio en septiembre del 2017 [Asensio Orts, 2017]. En dicho trabajo, se
implemento el modelo matematico de potencial de accidn de cardiomicito ventricular de conejo de Shannon
y otros [Shannon y otros, 2004], y se le afiadié un modelo mitocondrial de regulacidn de calcio basado en el
modelo de Kim y otros [Kim y otros, 2012]. El modelo propuesto por Ainhoa Asensio supone una mejora en
la capacidad prediccién del modelo de Shannon y otros [Shannon y otros, 2004], puesto que, al afiadir las
corrientes mitocondriales se obtiene una definicion de la dinamica de calcio mas detallada.

Para poder analizar dicha mejora y cuantificar el error cometido por el modelo que no incorpora corrientes
mitocondriales, se requiere realizar simulaciones utilizando los dos modelos para, posteriormente, llevar a
cabo una comparacién cuantitativa entre ellos. Ademas, es fundamental realizar un analisis de sensibilidad
utilizando diferentes factores multiplicativos en las principales corrientes del modelo para estudiar el efecto
de las mitocondrias en presencia de mutaciones genéticas o intervenciones farmacolégicas. Finalmente, se
debe comprobar la respuesta a variaciones en la frecuencia de estimulacién. Este analisis requiere un alto
numero de simulaciones llevadas a cabo de manera sistematica y un método de andlisis de los resultados
obtenidos.

En este Trabajo Fin de Master se ha desarrollado un nuevo software basado en un algoritmo que automatiza
la ejecucién de las simulaciones necesarias para comparar el modelo que no incorpora las mitocondrias con
el modelo que si lo hace. El software, ademas, procesa automaticamente los resultados obtenidos y obtiene
directamente los valores de los cuatro biomarcadores de calcio utilizados en este TFM para caracterizar el
funcionamiento celular. Ademas, se ha definido una interfaz grafica que facilita la visualizacién de los
resultados y que permite realizar un analisis comparativo de ambos modelos.

Finalmente, gracias a las herramientas desarrolladas, se ha podido especificar la relevancia a nivel

cuantitativa de la incorporacidn de las corrientes de las mitocondrias en la dindmica del calcio en el interior
de cardiomiocitos de ventriculo.
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CAPITULO 2. INTRODUCCION

2.1. ANATOMIA DEL CORAZON

El cuerpo animal esta constituido por millones de células que requieren del oxigeno y de la energia para su
funcionamiento. La energia se suministra a las células a través de sustancias como las proteinas y el azlcar,
las cuales se encuentran en la sangre, siendo el sistema circulatorio el responsable de distribuirlas por el
organismo [McDougal y Dewey, 2017].

El sistema circulatorio se constituye principalmente por el corazén, las venas y las arterias. El corazén es un
drgano muscular ubicado en el mediastino, una regiéon anatdmica que se encuentra en el drea céntrica del
térax, en medio de los pulmones. Estd constituido por cuatro cavidades que presentan una pared cardiaca
formada por tres capas. La mads interna es la que estd en contacto directo con la sangre, el endocardio; la
capa media es el tejido muscular cardiaco caracteristicamente dicho, el miocardio; y por ultimo la mas
externa es la que mantiene protegido al corazdn, el epicardio o pericardio visceral. Ademas, dicha pared,
representada en la Figura 2.1, se encuentra protegida por una especie de bolsa, denominada pericardio
parietal.

Pericardio

parietal Pericardio
visceral
(epicardio)

Miocardio

Endocardio Cavidad

pericardica

Figura 2.1: Representacion de la pared cardiaca, formada por tres capas: endocardio, miocardio y epicardio
(tanto el visceral como el parietal). (Fuente: https://www.lifeder.com/capas-del-corazon/).

Las dos auriculas y los dos ventriculos son las cuatro cavidades anteriormente citadas, superiores e inferiores
respectivamente. Las primeras tienen un tamafio menor y una pared menos gruesa, ya que su actividad de
bombeo es menor que la de los ventriculos. Las auriculas son las encargadas de recibir la sangre oxigenada y
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desoxigenada a través de la vena cava. Los ventriculos, sin embargo, poseen una pared con mayor grosura y
tienen un tamafio mas grande para bombear la sangre que viene de las auriculas a las diferentes partes del
cuerpo, lo que requiere de una fuerza mayor a la hora de contraerse.

Si comparamos ambos ventriculos, el izquierdo posee una pared mas gruesa que el derecho, y esto se debe
a que éste ultimo bombea la sangre desoxigenada hacia el tronco pulmonar, es decir, sélo llega hasta los
pulmones. Sin embargo, el izquierdo, mediante la arteria mas grande que hay en el cuerpo (la aorta), ha de
hacer llegar la sangre oxigenada a todo el cuerpo. Es por esto que la circulacion de la sangre puede dividirse
en dos circuitos: el mayor, que se corresponde con la sangre dirigida a todo el organismo, y el menor, que se
identifica con la sangre dirigida a los pulmones. En la Figura 2.2 se pueden apreciar ambos circuitos [Pérez
del Villar Moro, 2016].

CIRCULACION
PULMONAR Pulmones
Arteria
pulmonar Vina
pulmonar
Vena cava Aorta
Auricula Auri_cula
dararha izquierda
Ventriculo
Ventriculo izquierdo
derecho
Sangre
Sangre arterial
venosa
CIRCULACION
Cuerpo SISTEMICA

Figura 2.2: Representacion grdfica del circuito mayor, correspondiente con la sangre dirigida hacia todo el
organismo, y del menor, correspondiente con la sangre dirigida a los pulmones. (Fuente:
https://www.biografiasyvidas.com/tema/aparato_circulatorio.htm).

En las cdmaras del corazdn existen cuatro valvulas, cuya funcidn principal es evitar que la sangre retorne. Son
como una especie de aletas ubicadas en la zona de salida de las dos cavidades inferiores, comportandose
como compuertas de entrada y de salida. Las primeras se sitian en un costado del ventriculo y las segundas
en el otro.

Hay una de las cuatro valvulas que Unicamente presenta dos aletas (la mitral), mientras que las demas poseen
tres. Las valvulas auriculoventriculares son la tricuspide y la mitral. La primera se localiza entre la cavidad
superior derechay la inferior derecha, y la segunda entre la cavidad superior izquierda y la inferior izquierda.
Por otro lado, estdn las valvulas semilunares, que son la pulmonar y la adrtica, ubicdndose la primera entre
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la cavidad inferior derecha y la arteria pulmonar, y la segunda entre la cavidad inferior izquierda y la arteria
aorta.

A medida que se produce la contraccion y relajacién del miocardio, las valvulas se abren y se cierran
permitiendo que el flujo de sangre entre a los ventriculos y a las auriculas alternadamente. La apertura de
las vélvulas mitral y tricuspide, y el cierre de las valvula aértica y pulmonar ocurre con la relajacién de las
cavidades inferiores izquierdas. De esta forma se genera un flujo de sangre en un Unico sentido desde las
auriculas a los ventriculos evitdndose que se dirija en direccidn contraria. Por otra parte, con la contraccion
de las cdmaras inferiores, se produce la apertura de las vdlvulas adrtica y pulmonar, y el cierre de la valvulas
mitral y tricdspide. Asi, el flujo de sangre se dirige en una Unica direccién y se impide que vuelva a los
ventriculos [Tértora y Derrickson, 2014].

2.2. CICLO CARDIACO: FUNCION DEL MIOCARDIO COMO BOMBA

El miocardio se comporta como una bomba debido a la contraccidn y relajacién de las cdmaras y también a
la funcidn de las cuatro valvulas anteriormente nombradas. Mediante la contraccidn, el miocardio bombea
la sangre a través del aparato circulatorio. Su accién de impulsos ofrece la suficiente fuerza como para que
el flujo de sangre circule en un Unico sentido por las arterias y venas. Cada latido produce una expulsién de
sangre en direccidn a la arteria aorta, y a continuacién, por varias bifurcaciones de ésta la sangre consigue
llegar a todo el organismo. Una vez el oxigeno y las sustancias mas importantes (proteinas y azucar) llegan a
las células a través de la sangre, ésta es devuelta de nuevo al corazén mediante las venas [Goodwill y otros,
2017].

En el ciclo cardiaco, mientras sucede un latido, ocurren fenémenos mecanicos y eléctricos, del mismo modo
que diferencias de presidn, volumen y flujo sanguineo tanto en las auriculas como en los ventriculos. Se debe
tener en cuenta que estas diferencias de presién dirigen el flujo de sangre por las cdmaras, fluyendo éste
desde el drea de mayor presidn a la de menor. A continuacidn, se explica mas detalladamente el ciclo del
miocardio.

La sangre entra en la auricula derecha a través de las venas cavas, y en la izquierda mediante las venas
pulmonares. Estas dos cavidades superiores del corazén se van llenando de sangre progresivamente, y una
vez llenas, expulsan la sangre en direccidn a los ventriculos. Dicha expulsidn de sangre por ambas cavidades
se produce al mismo tiempo y es conocida por el nombre de sistole auricular. Durante esta fase son las
camaras inferiores las que poco a poco se van llenando de sangre, fendmeno conocido como diastole
ventricular. De esta forma, al mismo tiempo que ocurre la sistole auricular, sucede la diastole ventricular,
produciéndose asi una sincronizacién entre ambas [Tobdn Zuluaga, 2010].

A continuacion, tiene lugar la contraccién de las cavidades inferiores, o también llamada sistole ventricular.
En esta fase es cuando los ventriculos bombean la sangre en direccidon a todo el organismo, siendo el
izquierdo el que mayor fuerza ejerce. Una vez termina la contraccién de las cavidades inferiores, tiene lugar
el cierre de las valvulas adrtica y pulmonar. A partir de este momento es cuando ambos ventriculos vuelven
a estar preparados para recibir la sangre procedente de las auriculas, que hasta que no estén llenas y alcancen
la suficiente presion, no empujaran la sangre hacia los ventriculos. En la Figura 2.3 se puede observar una
representacion de la diastole ventricular (a la vez que sistole auricular), y de la sistole de los ventriculos.
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Sistole

Diastole

Figura 2.3: Descripcion grdfica de la didstole ventricular (a la izquierda) y de la sistole (a la derecha). (Fuente:
http.//biofisicamedicinaug.blogspot.com/2015/09/mecanica-circulatoria- sistole-diastole.html).

Durante un minuto y en condiciones de reposo, el miocardio expulsa aproximadamente cinco litros de
sangre, sin embargo, esta cantidad puede llegar a aumentar hasta el cuddruple en caso de que se esté
produciendo un esfuerzo. Cuando se da esta situacién, se producen mas ciclos cardiacos por minuto, o lo que
es lo mismo, se incrementa el nimero de latidos en este tiempo. Por tanto, el sistema circulatorio se
caracteriza por poder ajustarse a las diferentes necesidades del cuerpo.

El hecho de que durante 60 segundos se produzcan mas ciclos cardiacos de los habituales, significa que el
tiempo entre el inicio de cada potencial de acciéon (estimulo) se acorta. Se define de esta manera debido a
gue el tiempo transcurrido en una simulacion es igual al tiempo que hay entre el inicio de cada PA por el
numero total de potenciales de accidn. Este periodo de periodo de estimulacion (PA) recibe el nombre de
BCL (basic cycle length), duracién del ciclo. Asi, si en un minuto tenemos un BCL de 500 ms, se produciran
120 potenciales de accion, sin embargo, con un BCL de 1000 ms se generaran 60.

Como bien se ha nombrado anteriormente, la circulacién de la sangre se divide en dos circuitos: el mayor
(circulacién sistémica) y el menor (circulacion pulmonar), siendo correspondidos con la sangre dirigida a todo
el cuerpo y con la sangre dirigida a los pulmones, respectivamente. El primero abarca un valor préximo del
80% de la sangre en un instante de tiempo determinado, y por tanto, el segundo un 20%.

2.3. PROPIEDADES ELECTRICAS DEL CORAZON

2.3.1. Fibra muscular cardiaca

Estructura

Las fibras musculares cardiacas, o también denominadas cardiomiocitos, son unas células que se caracterizan

por ser estriadas, ya que presentan unas ramificaciones que permiten la comunicacion entre fibras,
constituyendo asi una especie de red. Su membrana plasmatica (o sarcolema) presenta unas invaginaciones,
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Ilamadas tubulos T, que se dirigen hacia dentro de la célula con el objetivo de que los potenciales de accion
alcancen el interior de ésta. Estas invaginaciones estan ubicadas sobre los discos intercalares.

Estas células poseen una propiedad que Unicamente tiene el musculo cardiaco, y es que contienen discos
intercalares, definidos como estructuras de unién entre dos fibras musculares. Estas estructuras permiten la
transmisidn eléctrica entre los cardiomiocitos, y ademas estan provistas de sitios de unidn y anclaje de una
fibra con otra. Estan caracterizados por hacer que el miocardio actie como un sincitio funcional en lugar de
morfoldgico, ya que cada fibra conserva su individualidad.

Cada fibra muscular cardiaca consta de un Unico nucleo de gran dimensidn, el cual se ubica en zona central
del citoplasma (sarcoplasma), y su reticulo sarcoplasmatico, que se encarga de acumular el calcio, se
posiciona de forma variable entre las miofibrillas, las cuales se explicaran mas adelante. En cuanto a las
mitocondrias, se ordenan de forma regular y fraccionan a los cardiomiocitos en las nombradas miofibrillas
[Marchiy otros, 2017].

Las células del corazén abarcan un mayor niumero de mitocondrias que las fibras musculares esqueléticas,
sin embargo, presentan una longitud mas pequena. Estdn compuestas por sarcémeros, los cuales se definen
por ser la unidad funcional y anatémica bdésica tanto del musculo esquelético como del cardiaco. Cada uno
de los sarcémeros incluye los elementos que se necesitan para que se produzca la contraccién, y se hacen
mas cortos cuando tiene lugar ésta.

Cada sarcémero puede identificarse como un mondémero, ya que un conjunto de éstos forma un polimero
gue recibe el nombre de miofibrilla. En cada fibra, puede haber desde cientos hasta miles de miofibrillas, y
estdn organizadas de forma paralela. Estos polimeros son estructuras de fibras, constituidos por unos
filamentos de proteinas delgados y gruesos, los cuales se posicionan unos sobre otros. Por tanto, cada
sarcomero (mondmero) consta de estos dos tipos de filamentos, denominandose el mas fino, filamento de
actina, y el mas grueso, filamento de miosina. En la Figura 2.4 se puede apreciar la distribucién de todos los
organulos de la fibra muscular cardiaca (cardiomiocito) [Bricefio, 2018].
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Sarcolema
Tibulos T Reticulo sarcoplasmatico Mitocondrias

Figura 2.4: Esquema representativo de la fibra muscular cardiaca. Incluye todos sus orgdnulos. (Fuente:
http://bioquimicaydeporte.blogspot.com/2017/02/el-miocito-y-sus-partes.html).

Funcion contractil

Este tipo de células, localizadas en el tejido muscular cardiaco, son excitables y capaces de transmitir el
impulso nervioso, siendo esta propiedad Unica en este tejido y en el nervioso, en el cual se encuentran las
neuronas. Asimismo, algunas fibras musculares cardiacas son auto excitables, o lo que es lo mismo, pueden
originar su propio potencial de accién eléctrico, el cual viene acompafiado con una respuesta en forma de
contraccion.

Cuando tiene lugar la contraccidn, el filamento mas fino interactuda con el mas gordo, y esto se debe a que
tanto la actina como la miosina, son proteinas contrdctiles. Asi mismo, los filamentos de actina incluyen la
troponina y la tropomiosina, dos tipos de proteinas, las cuales se pueden ver en la Figura 2.5 (a), que se
encargan de regular la accién entre los dos filamentos anteriormente nombrados. Lo que ocurre con estos
dos tipos de proteinas, es que cuando el calcio se adhiere a una de ellas (troponina), apreciable en la Figura
2.5 (b), la otra (tropomiosina) se desplaza y provoca que los lugares de unién del filamento de actina queden
al descubierto como bien se observa en la Figura 2.5 (c).
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Tropomiosina

Filamemnto de

Cabeza de Miosina

(a)

Tropomiosina

(Caz)

Flilamento de
Actina

Cabeza de Miosina

(b)
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Figura 2.5: Esquema representativo de: los filamentos de actina (incluye la troponina y la tropomiosina) y de
miosina, (a); ion calcio adherido a la troponina, presente en el filamento de actina, (b); la tropomiosina
desplazada, provocando que los lugares de union del filamento de actina queden libres, (c). (Fuente:
http://lauraroldan1011.blogspot.com/2010/09/proteinas-en-la- contraccion-muscular.html).

A partir de este momento, la miosina juega un papel muy importante gracias a su cabeza con forma globular.
Esta se ubica en la zona mas préxima al filamento de actina, denominada regién S1, y se caracteriza por la
presencia de unas secciones articuladas que favorecen la contraccion. Esta cabeza con forma de gldbulo esta
provista de energia en forma de molécula de ATP, la cual se transforma en adenosin-difosfato (ADP+P) gracias
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ala actividad ATP-asa de dicha cabeza. Esta transformacion de la molécula (hidrdlisis) proporciona energia al
filamento de miosina para que pueda agregarse al sitio de unién de la actina de forma perpendicular.

A raiz de esta agregacion, se libera el P y el ADP, y la cabeza gira unos 45 grados, provocando un empuje
mecanico que arrastra el filamento delgado hacia la zona céntrica del sarcdmero. Se ocasiona asi una
interaccion entre los filamentos (tensidn), y se origina un acortamiento del musculo, o lo que es lo mismo,
una disminucion de la longitud del sarcémero. Esta reduccién de longitud se traduce en un deslizamiento
entre ambos tipos de filamentos, guardando éstos la misma largura en todo momento.

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

(&) El ATP se hidroliza y Filamento
el fosfato se une a la delgado
miosina, lo que hace que
el puente cruzado regrese
a su orientacion original ~Cabeza

de miosina

Puente cruzado

Filamento grueso @ El puente cruzado

W se une a la actina

ATP >
(&) Un nuevo ATP se une a la cabeza @) Se libera P, desde la cabeza de
de miosina, lo que permite miosina, lo que causa un cambic
que se libere desde la actina conformacional en la miosina
—Q
o (@) El golpe de energia hace
que los filamentos se

deslicen; se libera ADP

Figura 2.6: Descripcion grdfica de la interaccion entre el filamento grueso y delgado. (Fuente:
https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspxlegacysectionid=foxfis14_c12).

Cuando se juntan ambos filamentos, se crean los famosos “puentes cruzados”. Asimismo, cabe destacar que
como el ADP y el P han sido liberados, hasta que no se vuelva a adherir una molécula de ATP (proveniente
del sarcoplasma) a la cabeza del filamento de miosina, éste no se separara del de actina. Debido a esto, se
puede decir que el ATP es imprescindible tanto a la hora de contraerse el misculo como a la hora de relajarse.
Esta interaccion entre ambos filamentos queda representada en la Figura 2.6.

Histologia

Se considera de gran importancia el conocimiento de la histologia de las fibras musculares para poder
entender las propiedades anatémicas de una miofibrilla. Por un lado, los filamentos de miosina se interpretan
mediante la banda A de un monémero (sarcomero), mientras que los de actina, se interpretan con toda la
banda | y las extremidades de la banda A. Los primeros (filamentos de miosina), permanecen anclados a las
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proteinas de la linea M, la cual se dispone verticalmente a éstos y se ubica justo en el centro de la banda A.
Los segundos, se anexan a una proteina denominada alfa-actinina presente en la linea Z (o disco intercalar),
ubicada en los bordes de los sarcomeros y posicionada verticalmente a los filamentos.

En la zona H, ubicada en el drea céntrica de la banda Ay la cual incluye la linea M justo en el medio, sélo se
encuentran los filamentos de miosina, sin embargo, en las extremidades de dicha banda existe una
intercalacidon de ambos filamentos. Por este motivo, es por lo que el area no céntrica de la banda A muestra
un aspecto con mayor densidad, siendo esta zona (ambas extremidades), la principal promotora de la
contraccion, ya que es el inicio del desplazamiento de los filamentos. En la Figura 2.7 se contemplan cada
una de las bandas, lineas, filamentos y zonas que constituyen el sarcomero histolédgicamente hablando
[Bricefio, 2018].

sarcomero
s
linea 2 linea Z
_’prlla mentos gruesos
filarmentos delgados) ""f
N/
Zona H
“—— o —
banda I banda A banda I
Figura 2.7: Representacion grdfica de la histologia del  sarcomero. (Fuente:

https.//www.lifeder.com/sarcomero/).

2.3.2. Potencial de membrana

Cuando en la membrana plasmatica de las células se produce una diferencia de carga eléctrica entre un lado
y otro de ella, se origina una diferencia de potencial entre estos dos lados. Esta diferencia se denomina
potencial de membrana, Vm y es debida a que la composicidn de iones en el interior de la célula y el exterior
es distinta, habiendo mas iones negativos en el interior y mas positivos en el medio extracelular, o viceversa.

En concreto, las células que son consideradas excitables se caracterizan por tener una diferencia de potencial
de membrana que recibe el nombre de potencial de reposo, Vr, el cual se corresponde con un valor casi
constante (-90 mV). Cuando la membrana presenta dicho potencial de reposo significa que el interior de la
célula contiene mas iones negativos que el medio extracelular, y esto es posible por la presencia de
gradientes de concentracion idnica y a las distintas permeabilidades de la membrana ante los distintos tipos
de iones existentes. Esta permeabilidad es consecuencia de unas proteinas que atraviesan la membrana
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ejerciendo la funcién de canales idnicos (por donde pasan los iones) con una permeabilidad especifica a un
tipo de ion [Buiio y Araque, 2007].

Los principales iones de los que se compone el medio extracelular son: el potasio, el sodio, el cloro y el calcio.
Estos iones consiguen atravesar la membrana de las células excitables a través de los canales idnicos,
generando corrientes eléctricas en la célula y una diferencia de potencial variable en la membrana celular. A
esta funcién del potencial de membrana se le denomina potencial de accién [cita].

2.3.3. Potencial de accién y contraccion

Existen diferentes tipos de células excitables: las cardiacas y las neuronales, las cuales presentan flujos de
iones diferentes, por lo que generan potenciales de accion con morfologias y duraciones distintas. Al ser este
Trabajo Fin de Mdster un trabajo relacionado con los cardiomiocitos ventriculares, en este punto se va a
describir el potencial de accidn de este tipo de célula.

El hecho de que se produzca un potencial de accién en el corazén, o lo que es lo mismo, una respuesta
eléctrica en el sarcolema da lugar a la contraccidn. El potencial de accidn se origina en el nodo sinoauricular,
y por consiguiente es transmitido mediante la via de conduccién de manera que excita a los cardiomiocitos
contractiles de las cavidades superiores e inferiores.

Las células del corazén, al ser excitables, ante la presencia de un estimulo responden mediante un potencial
de accién (PA), el cual viene vinculado a una respuesta en forma de contraccién. Se trata de una
transformacion reversible del potencial de membrana, debida a la sucesién de activaciones de canales en el
sarcolema, que permiten el flujo de iones por dichos canales. Por tanto, se producen corrientes idnicas que
juegan de acuerdo a su gradiente electroquimico. De esta forma, la célula, que inicialmente se encuentra
polarizada (en reposo), es decir, con mas iones negativos que positivos (representado en el paso 4 que
aparece en la parte izquierda de la Figura 8), invierte su carga interior mientras ocurre la despolarizacion.
Con este fendmeno, su carga eléctrica varia de aproximadamente -90 mV a +20/+30 mV (despolarizacién),
para después recobrar los -90 mV (repolarizacidn). A continuacidn, se detalla cémo es creado dicho potencial
de accién en una célula contractil del corazén.

Las fibras musculares contractiles se caracterizan por tener un potencial de membrana de reposo de
aproximadamente -90 mV, y al alcanzar el potencial umbral debido a los potenciales de accion provenientes
de las células de su alrededor, sus canales de Na+ de voltaje se abren. Esta apertura es llevada a cabo
rapidamente en funcidn a la despolarizacidn, la cual logra llegar al nombrado potencial umbral. Esto conlleva
a que se introduzca un flujo de este ion en las células contractiles, ya que contienen menos iones de Na*y su
interior es eléctricamente mas negativo en comparacion con el liquido extracelular. Una vez el Na* comienza
a entrar de manera facil en las células gracias al gradiente electroquimico, se genera una despolarizacién
veloz (paso O de la Figura 8), y en cuestion de milisegundos, el flujo disminuye por la inactivacién de los
nombrados canales de Na*, ocasionando asi un pequefio descenso de este fendémeno.

A continuacion, se produce la fase de meseta, apreciable en el paso 2 de la Figura 2.8, que consiste en que la
despolarizacién se mantenga. Esta sostenibilidad es debida por un lado a la apertura de los canales de Ca*?,
ubicados en la membrana plasmatica y caracterizados por ser de voltaje lentos. Ocurre lo mismo que con el
caso del ion sodio, y es que como el liquido intracelular tiene una menor concentracién de Ca*2que el liquido
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del exterior de las células, este ion tiende a dirigirse al interior de la célula. Al mismo tiempo, este flujo hacia
el interior provoca la apertura de canales de este ion adheridos a la membrana del reticulo sarcoplasmatico
[Jafri y otros, 1998].

-——250ms

-85 mV
Extracelular
Na* Na*' g2+ Na'

Ca2+ Ca?+ Ca?t
Y P - N
K+ ' I . | ' I o

Ca?+ K* K+ K*

Intracelular

Figura 2.8: Esquema de las distintas fases que forman el potencial de accion cardiaco. (Fuente:
http://www.ffis.es/volviendoalobasico/12fisiologia_del _musculo_cardiaco.html).

Por otro lado, en la membrana de las fibras musculares contractiles, no sélo se encuentran estos dos tipos
de canales, sino que también se hallan diferentes tipos de canales de K* de voltaje. La apertura de algunos
de éstos tiene lugar en el momento anterior a que se produzca la fase de meseta, causando asi un flujo de
iones potasio hacia el exterior de la célula. Lo que ocurre entonces, es que gracias a que el influjo de calcio
compensa la salida del ion potasio, la fase de repolarizacién logra mantenerse (meseta).

Sin embargo, la repolarizacidn, que es la fase que viene a continuacion de la despolarizacién y a la meseta, si
es bastante similar a la de otras células excitables (neuronas y fibras musculares esqueléticas). En este
periodo, representado en el paso 3 de la Figura 8, se produce un incremento en la permeabilidad del
sarcolema a los iones potasio, y esto conlleva a una corriente de estos iones positivos hacia el exterior de las
fibras. A su vez, los canales de Ca*?, tanto de la membrana celular como la del reticulo sarcoplasmatico, se
cierran, facilitando asi que se consiga alcanzar los -90 mV correspondientes al potencial de reposo.

Una vez finaliza la repolarizacidn, viene el periodo refractario, que se caracteriza por la imposibilidad de que
se genere un nuevo potencial de accién y por tanto, que no se contraiga la célula una segunda vez. Podemos
contemplar el inicio de este periodo en el paso 4 que aparece en la parte derecha de la Figura 8. Esta fase se
extiende mds tiempo que la contraccidn en si, y es necesaria para que la fibra muscular cardiaca logre
relajarse de forma correcta. Debido a esta fase de relajacidn, particular de los cardiomiocitos, no se crea una
contraccion mantenida (tetanica) como ocurre en el caso de las fibras musculares esqueléticas. Los causantes
de que no suceda este tipo de contraccidn son los ventriculos, y es porque su actuacion como bomba se
comporta en funcién a la variacién de la contraccién y de la relajacion. En el caso de que se pudiera ocasionar
una contraccién sostenida, la circulacion sanguinea podria terminar.
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Como bien se ha comentado en pdrrafos anteriores, el PA implica la contraccion del musculo, siendo el
primero una actividad eléctrica, y el segundo una respuesta mecdnica. Con el incremento de calcio en el
interior de las células, tiene lugar la contraccion cardiaca, que es consecuencia de la adherencia del calcio a

la anteriormente nombrada troponina. Esta agregacion del Ca*? a dicha proteina, posibilita el deslizamiento
entre los dos filamentos, generando asi, como bien sabemos, la tension del musculo (disminucion de la
longitud del sarcomero).

2.3.4 Relacion del potencial de accion con el electrocardiograma

Mediante la transmisién de los potenciales de accion por el corazdn, se originan unas corrientes eléctricas
que son capaces de detectarse desde la superficie del cuerpo. A través de un electrocardiograma, los
potenciales de accién generados por las células del miocardio pueden ser representados, y con el objetivo
de poder grabar todas estas variaciones, se usa el electrocardidgrafo. Este ultimo se caracteriza por ampliar
las sefales eléctricas provenientes del miocardio.

A la hora de elaborar un electrocardiograma, en la prdctica clinica, se ponen dos electrodos en las piernas,
dos en los brazos y seis en la regién toracica. Se trata de unos dispositivos que comunican al paciente con el
electrocardidgrafo, y mediante los cuales se recoge la informacién de las sefales eléctricas. Las colocaciones
de los electrodos en las dos extremidades del cuerpo reciben el nombre de derivaciones de los miembros, y
las del area toracica, derivaciones precordiales.

En un trazado normal del electrocardiograma correspondiente a un latido cardiaco, se muestran tres ondas
bien diferenciadas, apreciables en la Figura 2.9. La onda P es la primera de ellas, y consta de una pequefia
deflexién de valor positivo. Simboliza la despolarizacién auricular, la cual se origina en el nodo sinoauricular
y se transmite por las células contractiles de las dos cavidades superiores. A continuacion, viene el complejo
QRS, tratandose éste de tres deflexiones: la primera negativa, la segunda positiva y a la vez la mas
pronunciada de las tres, y la tercera positiva. Este complejo refleja los fenédmenos de tanto la despolarizacion
rapida de las cavidades inferiores, como la repolarizacién de las superiores, produciéndose ambos
practicamente al mismo tiempo. La siguiente onda es la T, y su curvatura se caracteriza por ser pequeiia,
ancha y positiva, ya que simboliza la repolarizacion de los ventriculos, y ésta es como bien sabemos, mas
lenta que la despolarizacion. Finalmente, se encuentra la onda U, la cual se debe a la repolarizacién mas
tardia de los musculos papilares de las cavidades inferiores.
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Figura 2.9: Representacion grdfica de la relacion del potencial de accidn con el electrocardiograma. (Fuente:
https://www.itaca.edu.es/potencial-accion-cardiaco.htm).

En el electrocardiograma, como puede observarse en la Figura 2.9, no sdlo se tienen en cuenta las ondas
existentes, sino también la medida (en el eje X) de éstas y de los espacios que hay entre ellas. El primer
intervalo a destacar es el P-R, el cual refleja la duracidn de propagacion del potencial de accidn formado en
el nodo SA hasta que empieza la activacion de los ventriculos, o dicho de otra forma, el tiempo que tarda en
propagarse dicho potencial mediante las auriculas, el nodo AV, y las demas células del sistema de conduccion.
Dentro de este intervalo, y por tanto con una menor extensidn, se encuentra el segmento S-T, definida como
una linea horizontal isoeléctrica que de extendiendo desde que la despolarizacion de las auriculas termina,
hasta que empieza la despolarizacién de las cavidades inferiores.

Podemos apreciar también, el intervalo Q-T, el cual simboliza el tiempo transcurrido desde que empieza
hasta que acaba la actividad eléctrica de los ventriculos. En el ECG se ve reflejado desde que empieza el
complejo QRS hasta que termina la onda T. En este intervalo se debe tener en cuenta la frecuencia cardiaca,
por tanto, a la hora de analizarlo se tiene que utilizar el QT corregido. Por ultimo, destacaremos el segmento
S-T, descrito como la linea horizontal isoeléctrica que recorre desde que termina la despolarizacion de los
ventriculos (terminacion de la onda S) hasta que se inicia la repolarizacion de éstos (comienzo de la onda T).
Es la duracidn en la que los cardiomiocitos ventriculares contractiles se mantienen despolarizados (fase de
meseta). Este segmento podria desviarse de la linea basal en +/-1 mV.
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2.3.5 Sistema de conduccion cardiaca

La activacion del miocardio, en condiciones normales, tiene lugar gracias a un impulso originado en una célula
0 un conjunto de éstas, y de la transmisién de este impulso a todas las fibras de las cuatro camaras del
corazon. Es por este motivo, por el que se denomina marcapasos a esta agrupacion de células.

El nodo sinoauricular, formado por células autoexcitables, estd ubicado en la cavidad superior derecha, mas
concretamente, debajo del orificio mediante el cual la vena cava superior vierte la sangre. Es el marcapasos
del miocardio, o dicho de otro modo, el causante del comienzo de la excitacidon del corazdn. Las células que
forman el nodo sinoauricular presentan inestabilidad ante un potencial de reposo, lo cual explica que se
despolaricen de forma espontanea y seguida, logrando alcanzar el potencial umbral. Una vez ocurre esto, el
potencial de accidén se desencadena y se transmite mediante las uniones en hendidura presentes en en los
discos intercalares (discos Z) de los cardiomiocitos de las dos cavidades superiores, que a su vez se contraen.

Una vez el potencial de accion comienza a propagarse por las fibras musculares de las camaras superiores,
alcanza al nodo auriculoventricular, ubicdndose éste en el tabique que hay entre ambas auriculas, delante
de la abertura del seno coronario. A continuacién, la transmisién del potencial de accidn se efectia desde las
cavidades superiores a las inferiores, y lo hace mediante el Unico camino posible: el fasciculo
auriculoventricular, llamado también Haz de His.

Cuando el potencial de accidn ha recorrido el Haz de His, alcanza las dos ramas en las que se divide éste: la
derechay laizquierda, las cuales recorren el tabique que hay entre ambos ventriculos hasta llegar al vértice
del miocardio. Por ultimo, a través de las fibras de Purkinje, el potencial de accidn es transmitido desde dicho
vértice hasta cada cavidad inferior, y es de esta forma como el impulso eléctrico consigue llegar a cada
ventriculo. Luego, los ventriculos se contraen empujando la sangre hacia las valvulas semilunares.

2.4. REGULACION DEL CALCIO INTRACELULAR
2.4.1. Papel de las proteinas del reticulo sarcoplasmatico y del sarcolema

El hecho de que se libere calcio procedente del RS hacia el citosol viene dado a raiz de la despolarizacién de
la membrana plasmatica. Existe un mecanismo, denominado acoplamiento entre excitacién y contraccién
del musculo (AEC), capaz de acoplar dicha despolarizacion con la extraccién de calcio del RS. Este
procedimiento de acoplamiento depende de la interaccién entre dos tipos de proteinas (canales), una
presente en el sarcolemay la otra en el reticulo sarcoplasmatico. La primera representa los canales de calcio
dependientes de voltaje de tipo L, mediante los cuales se introduce dicho ion en el interior de la célula, y la
segunda representa los canales de liberacion del ion calcio proveniente del RS [Glanzel y otros, 2002].

El RS se define como el principal almacén de Ca*? en el interior de las fibras musculares estriadas, y tiene un
papel de gran importancia en la regulacién del acoplamiento entre la excitacién y la contraccién del musculo
(AEC). EI RS se encarga de la regulacidn de las concentraciones intracelulares de este ion mientras la célula
se encuentra tanto relajada como en tensidn. Este organulo, al igual que la membrana plasmatica, presenta
una serie de proteinas, que tienen mucho que ver en esta regulacién, por ello se explicard su estructura,
funcidn y participacién en la relajacion y contraccién del musculo, mas adelante en este apartado.
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La contraccién del musculo cardiaco presenta gran dependencia con la concentracién de calcio libre
intracelular, la cual se regula fundamentalmente por el RS, comportandose éste como un almacén de
elevadas concentraciones de este ion. Este organulo se trata de una estructura de membranas en el interior
de las células que envuelve a cada una de las miofibrillas, formando asi una especie de cisterna que contiene
altas cantidades de Ca*2. Al igual que sucede con las miofibrillas (formadas por una secuencia de sarcémeros),
dicha estructura de membranas se encuentra dividida en compartimentos especializados. Cada uno de estos
empieza y finaliza en una cisterna terminal, y en conjunto con los tubulos transversos (tubulos T), que son un
sistema de membranas, constituyen las diadas o reticulo sarcoplasmatico de unién (JRS).

Las nombradas diadas o JRS de las fibras musculares cardiacas presentan una menor organizacion en relacién
a los tubulos T, que las de las fibras musculares esqueléticas, no obstante, las propiedades estructurales
fundamentales se conservan. Reciben el nombre de diadas y no de triadas porque los tubulos T se unen a
una cisterna terminal Unicamente por uno de sus lados. Estos tubulos, en comparacién con las nombradas
fibras musculares esqueléticas, estan presentes en los cardiomiocitos en una menor cantidad, aunque con
un didmetro mas grande [Schwarz y Blower, 2016].

Las areas del RS que se ubican mas lejos de los tubulos T, reciben el nombre de RS longitudinal, el cual se
compone de membranas ramificadas en forma de tubulo. Su principal funcién mientras ocurre la relajacién,
es transportar el calcio de forma activa hacia el interior del reticulo sarcoplasmatico, existiendo en éste unas
proteinas protagonistas que se encargan de la regulacién de la captacién, la acumulacidn y la emancipacién
del ion calcio en el RS. Estas proteinas son: la ATPasa de calcio, conocida por el nombre de SERCA, la
calsecuestrina o CSQ, que se caracteriza por su elevado poder de unidn alion calcio, y el receptor de rianodina
o RyR, un canal de liberacidn de calcio. A continuacién, se explicara mas detalladamente la funcién de cada
una de estas tres proteinas [Stammers y otros, 2015] [Beard y otros, 2004].

Proteinas requladoras del RS

La entrada de calcio hacia el RS, representado en la Figura 2.10, es posible debido a una bomba (SERCA) de
dicho ion que depende del ATP. Esta ubicada en la membrana del reticulo sarcoplasmatico y su principal
funcién es bombear calcio de manera activa hacia el interior del RS. Se constituye de enzimas catalizadoras
de la desfosforilacion del ATP, por tanto, para poder introducir el Ca*? al RS necesitan la energia procedente
de la catdlisis de una molécula de ATP [Primeau y otros, 2018] [Stammers y otros, 2015].

Otra importante proteina del RS, ubicada en el interior de éste, es la calsecuestrina (CSQ), la cual puede
observarse en la Figura 2.10. Es la que se encuentra con mayor frecuencia en el RS, y se caracteriza por su
capacidad de almacenaje de Ca*? en una dosis suficiente para que las contracciones periddicas puedan
suceder. Por Ultimo, el canal de liberacién de Ca*? del RS (RyR), apreciable en la Figura 2.10, es el encargado
de que dicho ion salga del RS, y es la proteina mas importante en cuanto a salida del ion calcio del RS. Su
principal objetivo es regular el procedimiento de activacion de la contraccién muscular [Beard y otros, 2004]
[Jafri y otros, 1998].
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Figura 2.10: Descripcion grdfica de las tres proteinas reguladoras del reticulo sarcoplasmdtico y de una
proteina de la membrana celular (canal de calcio de tipo L o receptor de dihidropiridina, DHPR). (Fuente:
https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspxbookid=1441&sectionid= 100486298).

Proteinas requladoras de la membrana plasmdtica

Existen otras proteinas localizadas en la membrana plasmdtica que también tienen una funcién muy
importante en la regulacién del calcio en el interior de la célula. Una de ellas es el canal de calcio de tipo L,
denominado receptor de dihidropiridina o DHPR (representado en la Figura 2.10), que mas concretamente
estd localizado en los tubulos T. Estos canales son de voltaje dependientes y permiten que el ion calcio entre
en el liquido intracelular al originarse la despolarizacién en el sarcolema. Asimismo, en la membrana de la
célula también estan presentes los canales de tipo T, aunque en una menor abundancia. Se diferencian de
los de tipo L por su tiempo de activacién.

La activacion de los canales de calcio de tipo L se incrementa al despolarizarse el sarcolema, y cuando éste
se encuentra en la fase de repolarizacién, estos canales se cierran. Al cerrarse (cambio conformacional) se
inactivan, y es en gran parte debido al incremento de la concentracién de Ca*? en el interior de la célula,
aunque dicha inactivacién también se debe al potencial eléctrico de la membrana.

Otra proteina transmembrana es el intercambiador sodio-calcio (NCX) que durante el periodo de
repolarizacion, se encarga de expulsar calcio proveniente del citoplasma al medio extracelular. La actividad
de manera directa del NCX se basa en introducir tres iones de Na*y extraer uno de Ca*?, produciéndose asi
un flujo neto positivo hacia el interior de la célula. Ademds, estos iones son los encargados de regular el
funcionamiento del intercambiador, es decir, si se produjera una sobrecarga de sodio, el NCX podria
comportarse de forma inversa y por tanto crear un flujo neto negativo hacia el medio intracelular,
incorporando un ion de Ca*? y expulsando tres de Na*.
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Mientras ocurre la despolarizacién, el intercambiador sodio-calcio se comporta transitoriamente de forma
inversa, ya que en este periodo la concentracion del ion sodio es bastante alta en el citosol. Una vez la
concentracidn intracelular de Ca*? es suficientemente alta (por la entrada a través de los canales de tipo L),
empieza el periodo de repolarizacidn, en el que el NCX se comporta de manera directa, como se ha
mencionado anteriormente, extrayendo un ion de calcio, pero a la vez incluyendo tres de sodio. Este
comportamiento, que genera un flujo positivo hacia el interior de la célula, ayuda a que el periodo
correspondiente a la meseta del potencial de accién dure mas tiempo, fenédmeno conocido como
repolarizacién mantenida.

En conclusidn, en las fibras musculares cardiacas el AEC empieza con la activacién del canal de Ca*? de la
membrana celular dependiente de voltaje de tipo L, debido a un estimulo de despolarizacién en el tubulo T.
Esta activacién conlleva a un pequeno flujo de calcio hacia el interior de la fibra muscular, lo cual induce a
que el receptor de rianodina (RyR) libere Ca** acumulado del RS al medio intracelular, con el objetivo de
aumentar la concentracion de este ion en el interior de la fibra. Se busca este incremento porque, como bien
se ha comentado en apartados anteriores, la unién de este ion a la troponina C conduce a la contraccidn
mediante el deslizamiento de los filamentos de activa y miosina. Cuando se produce lo contrario, es decir, la
relajacién, el 60-70% de este ion se dirige desde el citoplasma al interior del RS mediante la bomba SERCA, y
el 30-40% hacia el liquido extracelular a través del intercambiador de sodio-calcio (NCX) anteriormente
explicado.

2.4.2. Papel de las mitocondrias

Alrededor de los afios 60, Lehninger apunté que la mitocondria era capaz de almacenar elevadas cantidades
de calcio como precipitados de fosfato calcico [Lehninger y otros, 1963] lo cual hacia a este organulo
intracelular ser el primer almacén de Ca*2. No obstante, veinte afios después se descubrid que el reticulo
sarcoplasmatico era el protagonista de acumulacién de este ion.

Una de las funciones primordiales de la mitocondria es la fosforilacién oxidativa (sintesis de energia en forma
de ATP), la cual se encuentra regulada mediante cambios de concentracién de Ca*? en el interior de este
organulo. Se ha demostrado mediante algunos estudios, que en la matriz mitocondrial el calcio es capaz de
modular el comportamiento de la ATP sintasa y de tres deshidrogenasas (enzimas catalizadoras) del ciclo de
Krebs. Lo que ocurre es que al aumentar la concentracion mitocondrial de Ca*?, se activan las tres
deshidrogenasas, lo que conlleva a que hayan mas NADH (donador de electrones) disponibles y que por tanto
aumente la corriente de electrones de la cadena transportadora, adaptando la produccién de ATP a las
necesidades de la célula [McCormarck y Denton, 1990] [Hansford, 1994] [Jo y otros, 2006] [Satrustegui y
otros, 2007]. La generacidn de ATP, por tanto, se incrementa debido al almacenaje de Ca*? mitocondrial.

Otras investigaciones apuntan que el aumento de calcio en el interior de la mitocondria junto con un cimulo
de especies reactivas de oxigeno (ROS), fomentan la salida de ciertos factores de la mitocondria hacia el
citosol. Estos ultimos, junto con las caspasas efectoras (enzimas) constituyen un apoptosoma (mecanismo
macromolecular), que conducen a la célula a una apoptosis. El fraccionamiento e inflamacién de la
mitocondria ocasiona la apertura de unos poros presentes en este organulo, de alta conductancia (sin
especificidad), los denominados “permeability transitan pores” (PTP). Como consecuencia se produce un
colapso del potencial eléctrico de la membrana de la mitocondria y la apoptosis. (Rizzuto y otros, 2012;
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Patron y otros, 2013). De esta manera, se puede afirmar que los cambios en la concentracién del calcio
mitocondrial son muy importantes en procesos que ocurren dentro de la mitocondria, y por tanto en
procesos de la célula en general.

Ademas, la mitocondria participa en gran parte en la regulacién del calcio debido a como esta distribuida en
el interior de la célula. Algunas mitocondrias permanecen en contacto directo con la membrana plasmatica,
y por esta razdn existe un transporte de iones entre las mitocondrias y el sarcolema, en ambas direcciones.
Esta comunicacion resulta ser relevante en la homeostasis de procesos celulares. Asimismo, algunos estudios
apuntan que el Ca*? que se dirige hacia el interior de la célula mediante los canales de tipo L (ubicados en el
sarcolema), entra en las mitocondrias que estan en contacto con éste [Lawrie y otros, 1996] [Giacomello y
otros, 2010].

Por otra parte, se ha estudiado que en muchos tipos de células como por ejemplo los cardiomiocitos, el
reticulo sarcoplasmatico se encuentra una distancia muy préxima de las mitocondrias, pero no pegado a
éstas. A pesar de esta pequefia distancia, las mitocondrias presentan un contacto directo con el RS (como
con el sarcolema) gracias a unas proteinas de unién [Csordas y otros, 2006]. Este contacto directo hace
posible que mediante los receptores de ryanodina, RyR, el ion calcio proveniente del RS, entre en la
mitocondria directamente en lugar de al citosol. Por tanto, esta comunicacidn repercute en la homeostasis
de algunos procesos que ocurren en la célula.

Cuando la célula se encuentra en reposo, las mitocondrias no contienen casi calcio en su interior, sin
embargo, cuando se genera un estimulo, recogen dicho ion proveniente del citosol logrando alcanzar
cantidades de 1 mM. A partir de este momento, cuando empieza a cesar el estimulo, liberan el calcio de su
matriz mitocondrial con el objetivo de alcanzar de nuevo el reposo. Por tanto, afirmamos que a ademas de
caracterizarse por su produccién de energia necesaria en forma de ATP para que la célula funcione
correctamente, por su participacion en gran parte en la homeostasis del ion Ca*2.

Estructura y composicion

Las mitocondrias estan ubicadas en el citoplasma, y presentan una membrana doble que divide tres espacios:
la matriz mitocondrial, el espacio intermembranoso, y el citoplasma. Por un lado, la membrana externa
envuelve a la mitocondria y la que la comunica directamente con el citoplasma. Esta membrana (MME)
abarca una gran cantidad de porinas o proteinas transmembrana llamadas VDAC, nombre que proviene de
“Voltage Dependent Anion Channel”, o lo que es lo mismo, canal de aniones dependiente de voltaje, lo que
permite la entrada de iones y moléculas de pequefia dimension al espacio intermembrana. Ademas,
mediante una proteina presente en esta membrana, la mitofusina 2, se crea un vinculo con la membrana
sarcoplasmatica que resulta ser fundamental en la sefializacion por calcio. Dicho vinculo recibe el nombre de
MAM, “Mitochondria-Associated ER-Membrane”.

Por otro lado, la membrana interna de la mitocondria (MMI) incluye una elevada cantidad de proteinas que
ejercen distintas funciones: sintesis de energia en forma de ATP, transporte de proteinas, fosforilacion
oxidativa, y fusién mitocondrial (red mitocondrial). Se caracteriza por su alta impermeabilidad ante iones y
por no presentar poros de gran tamafio como si ocurre en el caso de la membrana externa. Por esta razon,
se requieren transportadores especificos para la entrada de iones y mdas moléculas al interior de la
mitocondria [Marchiy otros, 2017] [Szymanski y otros, 2017].
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En la MMI se produce un incremento de su superficie por la presencia de unas invaginaciones que reciben el
nombre de crestas mitocondriales, en las cuales se localizan las proteinas que constituyen la cadena
respiratoria. Debido a esto, en las fibras musculares, las cuales presentan una alta demanda de energia, hay
un considerable niumero de invaginaciones o su dimensidn es mas grande que en otros tipos de células.

En cuanto al espacio existente entre ambas membranas, tiene la misma concentracién de azlcares e iones
que el citoplasma, y por esto recibe el nombre de espacio perimitocondrial. Sin embargo, las proteinas que
contiene este espacio son muy distintas a las que hay en el citosol. El interior de la mitocondria (matriz
mitocondrial), por otro lado, abarca la mayoria de proteinas mitocondriales, y contiene una gran cantidad de
enzimas, como el RNA y DNA de la mitocondria. Ademas, es la encargada del ciclo de Krebs (una serie de
reacciones quimicas que intervienen en la respiracidn celular) [Szymanski y otros, 2017].

Regulacioén del calcio subcelular

Las mitocondrias, ademas de sintetizar energia (ATP) para que la célula siga manteniendo sus funciones
adecuadamente, presentan un papel fundamental en la homeostasis del ion calcio. Cuando se produce un
incremento de este ion en el interior de las células, este organulo es capaz de captar y almacenar elevados
niveles de dicho ion con el objetivo de regularlo.

La cadena transportadora de electrones (cadena respiratoria) es la encargada de la extraccidon de protones
(H*) desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana, lo que ocasiona un potencial eléctrico
(gradiente electroquimico de protones) de aproximadamente -130/-180 mV en la membrana interna. Una
vez se consigue dicho potencial, éste se pretende regular mediante la captacidn de calcio.

El ion calcio es transportado desde la membrana externa de la mitocondria mediante los canales
dependientes de voltaje (VDAC), y a continuacién accede a la matriz mitocondrial por la membrana interna
a través de un canal idnico que presenta selectividad ante el ion calcio, denominado uniportador, el cual ha
sido accionado gracias al potencial eléctrico de la MMI anteriormente detallado (-130/-180 mV) [Arias del
Val, 2013]. Esta entrada de calcio hacia el interior de la mitocondria podemos apreciarla en la Figura 2.11.

Por otra parte, la via de salida del ion calcio hacia fuera de las mitocondrias es el intercambiador sodio-calcio,
conocido como NCXmit (Figura 2.11). Su principal funcién es extraer el calcio almacenado en el interior de la
mitocondria mediante un intercambio de tres iones de Na* entrantes por uno de Ca*? saliente. Ademas, se
caracteriza por su capacidad de poder extraer Ca*?> en ausencia de Na*, sustituyendo este dltimo por Li*
[Pathak y Trebak, 2018]. Este intercambiados es por tanto el principal sistema de expulsidon de calcio desde
el interior hasta el exterior de la mitocondria.
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Figura 2.11: Esquema de la regulacion del calcio por parte de las principales proteinas reguladoras de la

mitocondria: canal dependiente de voltaje (VDAC), canal uniportador (MCU) e intercambiador sodio-calcio
(NCXmit). (Fuente: Arias del Val, 2013).
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CAPITULO 3. OBJETIVOS

La actividad eléctrica del miocardio puede estudiarse tanto a nivel experimental como computacional, y esto
ultimo es posible gracias a la implementacion de modelos matematicos de potencial de accién, corrientes
idnicas y concentraciones de iones. Las mejoras en dichos modelos pueden considerarse de gran importancia,
ya que resultan muy Utiles como complemento a la experimentacidn, a la practica clinica o incluso al
diagnéstico.

En la actualidad existen una gran variedad de modelos de potencial de accién de miocito de diferentes
especies animales, incluyendo la especie humana [citar algunos de los importantes]. Ninguno de ellos
incorpora la dindmica de calcio mitocondrial. El modelo de potencial de accidn formulado en el Trabajo Fin
de Grado de Ainhoa Asensio [Asensio Orts, 2017] [Asensio y Ferrero, 2017a] [Asensio y Ferrero 2017b] fue
pionero en incorporar un modelo de corrientes mitocondriales [Kim y otros, 2012] en un modelo de potencial
de accidn de miocito de conejo [Shannon y otros, 2004].

Este TFM continla, mejoray complementa el trabajo iniciado por Ainhoa Asensio en la mejora de los modelos
matemadticos de células cardiacas, desarrollando herramientas computacionales que facilitan el analisis de
los mismos.

Los objetivos principales de este TFM son:

- Disefar e implementar un programa informatico basado en un algoritmo que permita la ejecucidn
sistematica de multiples simulaciones de un modelo de potencial de accidn bajo diferentes
condiciones de frecuencia de estimulacion y de factores multiplicativos de las corrientes idnicas que
lo componen que simulen efectos de mutaciones genéticas e intervenciones farmacoldgicas.

- Disefar e implementar una interfaz grafica que facilite la visualizacién de los resultados y que facilite
el andlisis comparativo entre dos modelos de potencial de accién (uno con mitocondrias y otro sin
mitocondrias).

Utilizando las herramientas desarrolladas como objetivos principales, este TFM tiene como objetivos
secundarios:

- Verificar el modelo planteado por Ainhoa Asensio realizando un analisis de sensibilidad exhaustivo y
sistematico que considere el efecto de las variaciones de las corrientes mitocondriales en el modelo
para diferentes frecuencias de estimulacion.

- Cuantificar el error cometido por el modelo de Shannon y otros [Shannon y otros, 2004] al no
considerar las mitocondrias bajo multiples condiciones de bloqueo o potenciacion de las corrientes
idnicas principales y a diferentes frecuencias de estimulacion.
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- Generalizar este método automatico de ejecucidn sistematica de simulaciones y andlisis para poder
llevarlos a cabo con otros modelos de potencial de accién (como, por ejemplo, el de Decker y otros
[Decker y otros, 2009] para potencial de accién de perro), incorporando a estos modelos las
corrientes mitocondriales y realizando un andlisis comparativo entre el original y el propuesto en
este TFM.
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4. DESCRIPCION DEL SOFTWARE

4.1. MODELO COMPUTACIONAL DE POTENCIAL DE ACCION DE CONEJO

Con la finalidad de realizar un analisis exhaustivo acerca de la influencia de las mitocondrias en la regulacién
del calcio en el interior de las células, se ha trabajado sobre un modelo que, como ya se ha indicado
anteriormente, fue desarrollado en el trabajo final de grado de Ainhoa Asensio y presentado en septiembre
de 2017 [Asensio Orts, 2017].

Para explicar el trabajo realizado sobre el modelo, serd conveniente una breve introduccion sobre éste. Se
trata de un software de simulacidn basado en un modelo matematico de PA de célula muscular cardiaca de
conejo aislada (Shannon y otros [Shannon y otros, 2004]), al que se le han afadido las ecuaciones
matematicas que definen la dinamica de calcio mitocondrial [Ainhoa 2017a] [Ainhoa 2017b]. Estas
ecuaciones fueron propuestas por Kim y otros [Kym y otros, 2012]; sin embargo, para integrarlas en el
modelo de Shannon y otros [Shannon y otros, 2012], se tuvieron que adaptar para que dichas corrientes
tuvieran la magnitud adecuada a la especie del modelo de PA. Para ello, se utilizaron los datos experimentales
de Lu y otros [Lu y otros, 2013].

El modelo completo se ha desarrollado con el programa Matlab y se compone de cuatro mdédulos: médulo

|II

“main”, médulo “model”, médulo “constants”, y finalmente médulo “currents”.

4.1.1. Primer modulo: main

Como en cualquier software, la funcién main es el programa principal del modelo, desde el cual se llama al
resto de mddulos o funciones. Los demas mddulos le devolveran al main los datos necesarios para llevar a
cabo el proceso de resolucién del sistema de ecuaciones diferenciales para calcular el potencial de la
membrana del miocito en funcién del tiempo. El sistema se resuelve a través del método de diferencias
finitas, utilizando la funcién “odel5” nativa de Matlab con una tolerancia de 1e®. Dicha reduccidén de la
tolerancia es requerida para garantizar que los cambios introducidos en el modelo ajustado no hagan perder
convergencia al modelo.

Los parametros de entrada de este médulo (main), se introducen a través de una clase a la que se ha llamado
settings que, como su nombre indica, son los pardmetros de configuracién necesarios para el modelo
implementado. Se pueden configurar gran variedad de pardmetros del modelo, pero en el marco de este
Trabajo Fin de Master se ha trabajado con los siguientes:

1. Multiplicativos de las distintas corrientes idnicas que atraviesan los canales ubicados en la membrana

celular (sarcolema), en la membrana del reticulo sarcoplasmatico y en la membrana de las
mitocondrias.
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2. Eltiempo que hay entre cada estimulacién, definido en Matlab como “BCL”.
3. El ndmero de estimulos deseados para cada simulacién, “NumStim”.
4. La amplitud de estimulo, “Amp_stim”.

5. Dos factores utilizados para adaptar las ecuaciones de las mitocondrias del paper a los datos
experimentales que tendrian que dar, “f_uni_mit” y “f_NCX_mit”.

Al final de una simulacidn, la funcién main, devolverda dos variables: una matriz que recoge todas las variables
de estado (solucién del sistema de ecuaciones diferenciales del modelo) en cada instante de tiempo,
“[StateVars]”, y un vector de instantes de tiempo, representado como “[Ti]”. Cada fila de la matriz estd
definida como un instante de tiempo distinto, empezando por la fila de arriba como tiempo igual a 0, y cada
columna se define como una variable de estado, desde la nimero 1 hasta la 43. Nos interesan en particular
dos de las columnas de la variable StateVars, la 39, que es el potencial de accién de la membrana celulary la
9, que representa la evolucion en funcidn del tiempo de la concentracion de calcio intracelular.

Es importante conocer que el modelo original de Shannon y otros [Shannon y otros, 2004] se basaba en un
sistema de 39 ecuaciones diferenciales, por tanto, su variable StateVars tenia 39 columnas. Al introducir el
modelo mitocondrial, se afladen 4 ecuaciones diferenciales nuevas al model. Por tanto, las columnas 40, 41,
42 y 43 de la matriz StateVars, son las nuevas variables, siendo las tres primeras las de la regulacion del K+y
la Ultima la correspondiente a la regulacidon de Ca*? perteneciente a la mitocondria).

4.1.2. Segundo mdédulo: model

El mdédulo model abarca por un lado las ecuaciones que simulan la conducta de las corrientes idnicas en el
interior de la célula (cardiomiocito de ventriculo), y también las de la membrana celular, del RS y de la
mitocondria. Por otro lado, incluye las ecuaciones diferenciales correspondientes a cada una de las variables
de estado (columnas de la matriz StateVars, la cual es uno de los pardmetros de salida del médulo main junto
con “[Ti]”). Por tanto, como este mddulo abarca tanto las ecuaciones como las constantes que constituyen
el sistema de ecuaciones diferenciales, se requiere que sea llamado al principio del mdédulo main, ya que es
el que lleva a cabo toda la resoluciéon de dicho sistema.

Este mddulo esta basado en el modelo de potencial de accidon de Shannon y otros del afio 2004 (Figura 4.1),
el cual presenta una serie de ecuaciones que contienen determinadas corrientes. Estas son: la corriente del
ion calcio, Ics; la corriente de la bomba de calcio de la membrana celular (sarcolema), lcsp; la corriente del
canal de calcio de tipo L, Ica; la corriente de calcio de fondo, Icask; la corriente del ion sodio, Ina; la corriente
de sodio de fondo, Inask; la componente rédpida de la corriente de potasio, lk; la componente lenta de la
corriente de potasio, lxs; la corriente de potasio en funcidon del tiempo, li; la corriente saliente transitoria de
potasio, lw; la corriente de cloro, Ig; la corriente de cloro de fondo, lcek; la corriente que atraviesa el
intercambiado sodio-calcio (NCX) presente en el sarcolema, Incx_sar; ¥ la corriente de la bomba sodio-potasio,

INak.
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Figura 4.1: Representacion del modelo matemdtico de potencial de accion de Shannon y otros de un
cardiomiocito de ventriculo de conejo aislado (2004). (Fuente: Shannon y otros, 2004).

Este modelo matematico incluye por tanto determinadas ecuaciones respecto a distintos comportamientos
qgue ocurren en el interior de la célula. Son ecuaciones acerca de las corrientes que atraviesan la membrana,
las corrientes de iones en el interior de las células, las variaciones existentes en las concentraciones idnicas,
y también el potencial de membrana (todas ellas correspondientes a un cardiomiocito de ventriculo de
conejo). Cada una de éstas proviene de alguna de las ecuaciones que se van a detallar a continuacién.

La primera de estas, ecuacién (1), describe el cambio en la concentracidn en funcién del tiempo de union S
en un compartimento especifico celular:

dlSle _ 4, .
o = k25 (1)

siendo [S]. (expresada en mili moles, mM) la concentracién de un determinado ion S en un compartimento
especifico celular; t es el tiempo (expresado en milisegundos, ms); k representa un valor constante que
depende de la correlacién que hay entre la superficie y el volumen del compartimento en cuestion; y 2/s
simboliza el sumatorio de corrientes correspondidas al ion S, las cuales traspasan la superficie que rodea el
compartimento.

La segunda ecuacidn a tener en cuenta, ecuacion (2), describe la conductancia de una familia de canales
idnicos que son permeables a union S:

Gsx = Gy H?:l Xisx (2)

donde Gs, representa la conductancia maxima correspondiente a la familia de canales x permeables al ion S;
G, es la conductancia; Xisx simboliza la probabilidad de apertura de una compuerta i perteneciente al canal
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de iones x, el cual muestra permeabilidad ante el ion S; y por tanto []i-; X;s, representa la suma de cada una
de dichas probabilidades de apertura.

La tercera ecuacion, ecuacion (3), describe la anterior nombrada probabilidad de apertura en funcién del
tiempo de una compuerta i localizada en un canal idnico x, el cual presenta permeabilidad ante un ion S:

AXisx/dt = (Xixeo — Xisx ) Tisx (3)

siendo, Xis la probabilidad de apertura de una determinada compuerta i presente en un canal de iones x,
que es permeable a un ion especifico S; X representa la probabilidad, no variable en funcién del tiempo
(estacionaria), de apertura de la compuerta i; t simboliza el tiempo (ms); y Tisx representa a la constante de
tiempo de apertura de dicha compuerta i.

La probabilidad, que no depende del tiempo, de apertura de la compuerta i (Xix-), ¥ Su constante de tiempo
de apertura (Tx-) dependen de forma directa del potencial de membrana (ecuaciones (4) y (5),
respectivamente).

Xixoo = XiXOO(Vm) (4)

Tixoco = Tjixco (Vm) (5)

Este potencial de membrana varia en funcién de las corrientes de iones, comportamiento que viene descrito
a través de la ecuacion diferencial (ecuacién (6)) que vemos a continuacion:

Cp- X451, =0 (6)

m g

donde Gy, representa la capacidad de membrana; V simboliza el potencial de membrana; t es el tiempo; y
finalmente Zlion representa el sumatorio de todas las corrientes de iones que traspasan la membrana.

La siguiente, ecuacién (7), se corresponde con la amplitud de una corriente de un ion especifico S que
atraviesa una familia de canales x permeable a dicho ion:

IS.x = G.S‘x : (v;n - ES) (7)

siendo /s« la amplitud de la corriente del ion S; Gs, un valor constante que representa la conductancia maxima
de la familia de canales idnicos x; Vi, el potencial de membrana; y Es el potencial de equilibrio del ion S.

Finalmente, la Ultima ecuacién a tener en cuenta para el modelo de Shannon y otros del 2004 describe la

corriente de un ion en concreto a través de dos compartimentos de la célula. Dicha ecuacion se corresponde
con la (8), y la vemos a continuacién:

Isc1c2 =k - ([Sler — [S]e2) (8)
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siendo Isc1c2 se corresponde con la corriente de un ion S que atraviesa dos espacios celulares (representado
cada uno de ellos como c1y c2); k es un valor dependiente de la constante de difusién del ion en cuestidn; y
tanto [S].; como [S].; simbolizan la concentracién existente de dicho ion en cada uno de los espacios
celulares.

Todas estas ecuaciones que se acaban de detallar, como bien se ha comentado anteriormente, son
necesarias para el entendimiento del modelo de Shannon y otros del 2004, ya que son aplicables a las que
contiene dicho modelo matematico.

Factores multiplicativos anadidos en las corrientes

A cada una de las anteriores ecuaciones (7) que describe la corriente de un ion a través de una determinada
familia de canales iénicos se le ha afiadido un factor multiplicativo. Esto se debe a que se pretende alterar
las distintas corrientes presentes en el modelo con la intencidn de analizar las variaciones que esto introduce
en el transitorio del calcio intracelular. Estas variaciones se pueden deber al efecto de mutaciones en los
genes que regulan la estructura de los canales idnicos, o bien a la presencia de farmacos o agentes quimicos
exogenos en general que modulan de manera selectiva y especifica la corriente a través de una familia
particular de canales idnicos.

Son estas consecuencias producidas por las nombradas variaciones las que se pretenden analizar en este
Trabajo Final de Master, y es por esto que se ha introducido un factor multiplicativo en la ecuacion
correspondiente al flujo de iones en el sarcolema, la membrana de la mitocondria y del RS. Este factor puede
ser extrapolado tanto a mutaciones en las células como a la introduccion de farmacos, siendo éstos los
principales responsables de la alteracion de las corrientes idnicas que atraviesan los canales presentes en la
membrana. La ecuacion modificada con el factor multiplicativo fs (ecuacion (9)) quedara asi:

lsx = fsx - Gex - (Vm‘Es) (9)

En la herramienta Matlab, el factor multiplicativo queda definido como (1 - settings). De esta forma, cuando
fijamos en Matlab los “settings” de una determinada corriente a un valor menor que uno se generara una
disminucion de dicha corriente, sin embargo, si se iguala a un valor superior a uno se producird un aumento
de la corriente en cuestién. Por otro lado, si no se desea alterar una corriente, el valor “settings” de ésta serd
evidentemente igual a 0.

Cambios en el modelo de PA de Shannon y otros del 2004

La incorporacion de la corriente del ion potasio (/) fue una de las modificaciones en el modelo matematico
de PA de Shannon y otros del 2004, y a su vez, dos flujos de difusion de dicho ion entre subespacios celulares.
Dicha difusidon se modelé de manera que la corriente entre los dos compartimentos fuera proporcional a la

desigualdad de concentracién del ion potasio entre ambos subespacios.

La ecuacién (10) se corresponde con la corriente de potasio incorporada en el modelo, y viene dada por la
ecuacion (9) de la siguiente manera:
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Ik, = Gk - (Vm — Ekg,) (10)

donde Ik es el flujo del ion K* a través de la membrana; Gy, la conductancia maxima de la familia de canales
idnicos; Vi, como bien sabemos, el potencial de membrana; y Eks representa el potencial de equilibrio del
ion potasio dentro del compartimento “SL”, ya que los canales idnicos especificos a dicha corriente
Unicamente se hallan en ese subespacio.

También se han incluido, como bien se ha comentado en este mismo apartado, las ecuaciones que describen
el flujo de potasio entre dos compartimentos. Se debe tener en cuenta, que no hay difusién entre los
compartimentos “bulk” y “jct”, y esto es debido a que el reticulo sarcoplasmatico se encuentre en medio de
ambos. Por tanto, el flujo de potasio solo tiene lugar en dos localizaciones: la primera entre los subespacios
“jct” y “SL”, y la segunda entre los subespacios “bulk” (citosol) y “SL”. La ecuacidn que se ha aplicado para
cada una de las difusiones ha sido la que vemos a continuacion (ecuacion (11)):

Isc1c0 =k ([S]c1 - [5]02) (11)

siendo Isc1c2 para la primera difusion localizada, el flujo entre los subespacios “jct” y “SL”, y para la segunda el
flujo entre “bulk” y “SL”; k es la constante de tiempo, que en este caso va a ser igual que la del ion sodio; [S].
es la concentracion del ion potasio en el compartimento “jct” y [S].2 la concentracién de ese mismo ion en el
compartimento “SL” (para una difusidn); y [S].: la concentracidn de K* en el compartimento “bulk” y [S].; la
concentracién de este ion en el compartimento “SL” (para la otra difusién).

Tenemos por tanto tres columnas mas en la matriz StateVars, o lo que es lo mismo, tres variables de estado
mas. Estas son de la 40 a la 42, y se corresponde cada una con la concentracion del ion potasio en cada uno
de los tres subespacios. En Matlab estan representadas como K SL (concentracién de potasio en el
compartimento “SL”), K_i (concentracion de potasio en el compartimento “bulk”) y K_jct (concentracién de
potasio en el compartimento “jct”).

Ademas de la incorporacién de la dindmica del ion potasio, también se incluyé en el modelo de PA de
Shannon y otros del 2004 la regulacidn del ion calcio por parte de las mitocondrias. Este orgdnulo tendra un
efecto a nivel electrofisio

dgico sobre la regulacion del calcio en el interior de las células (cardiomiocitos), y
es por esta razén por lo que se introdujo en el modelo. Asi, y bajo distintas condiciones de la célula, en este
Trabajo Fin de Master se podra realizar un analisis exhaustivo acerca de las consecuencias provocadas por
las mitocondrias.

Modelo matemadtico de Kim y otros (2012)

La incorporacién de las mitocondrias fue posible gracias al modelo de células B de Kim y otros del afio 2012
(Figura 4.2), el cual si contiene el organulo que nos interesa, y esta caracterizado por los cuatro espacios que
detalla: el citoplasma, el RS, la mitocondria y el espacio extracelular.

Este modelo presenta una serie de ecuaciones que veremos a continuacién, las cuales modelan el

comportamiento eléctrico de las mitocondrias en los linfocitos B, o también llamados células B, siendo éstas
un tipo de células inmunitarias que generan anticuerpos (proteinas) ante la presencia de un antigeno.
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Producen un anticuerpo en concreto mediante unas células de gran tamafo (células plasmaticas), las cuales
tienen su origen en los linfocitos B.

S\\m\,\\\)5

£ Ca?
Ipg &7 #3 Ca?*

%< e (2 Ca+CaM=CamCa
= Ca+CaBufz2CaBufCa

SERCA IR3R NCXmit CaUni
Ca?* Ca2*

Ca?o
Ca Leak Ca+CalrZCalrCA

STIM1

Ca?*

Ca+Buf Z2Ca+Buf

Mitochondria

ca2¢
#1: IP 5-Phosphatases

#2: IP3 3-Kinse
#3: PLC

CRAC-STIM1 complex

Figura 4.2: Representacion del modelo de células B de Kim y otros del afio 2012. (Fuente: Kim y otros, 2012).

Tras elincremento de la concentracidn del ion calcio intracelular a raiz de la activacion de la unién anticuerpo-
antigeno, el modelo tiene como finalidad, analizar una posible regulacién de dicho ion por parte la
mitocondria. El modelo se basa en dos tipos de células B: el linfocito B A20 y el linfocito B DT40, los cuales
reflejan el isotipo de anticuerpo IgG y el isotipo de anticuerpo IgM, respectivamente.

Como bien se ha comentado, el modelo incluye dentro de las células B el organulo de interés: la mitocondria,
la cual presenta proteinas transmembrana donde se originan flujos de iones. Las dos proteinas
transmembrana que nos interesan son el MCU, denominado también uniportador mitocondrial de calcio, y
el NCXmit, conocido también como intercambiador sodio-calcio.

La primera proteina es un canal que se caracteriza por presentar selectividad ante el ion Ca*?, y por permitir
la entrada de dicho ion en el interior de la mitocondria, empujandolo a favor de gradiente de concentracion.
Ademas, es el potencial de membrana de la mitocondria, el cual alcanza una alta negatividad, el encargado
de mediar el flujo que pasa por dicho canal (MCU). La segunda proteina localizada en la membrana
mitocondrial (NCXmit) es la responsable de empujar el calcio hacia el exterior de la mitocondria a la vez que
introduce sodio. La salida de calcio presenta dependencia ante el potencial de membrana de la mitocondria,
gue con valores negativos de dicho potencial se facilita la salida del ion calcio.

45



Desarrollo de un software para la simulacién computacional de la influencia de las mitocondrias en la
dindmica intracelular de calcio en cardiomiocitos

A continuacion, se pueden observar las ecuaciones correspondientes a las corrientes idnicas a través de estas
dos proteinas transmembrana presentes en el modelo celular de Kim y otros del 2012. La siguiente ecuacion
modela el flujo del calcio que entra en la mitocondria atravesando el canal uniportador (MCU). Se
corresponde con la ecuacion (12):

F
ocml-t-Camit-—oci-Cai-exp(—Q-AWﬁ

Fcauni = Acauni ) Fcaunimax ) expexp _Q.Aq/.% -1 (12)

siendo FCauni la corriente de calcio que atraviesa el canal, cuya unidad de medida son mmol-ms™; Acouni
simboliza multiplicador de amplitud de la corriente (10); Fcaunimax S€ CcOrresponde con un valor constante
adaptado (5.8:10Y ms-L) para el modelo; ami representa un valor constante (0,2); Cam: representa la
concentracidn de calcio en el interior de la mitocondria; Ca; se corresponde con la concentracién de Ca*? en
el citosol; AW simboliza el potencial de membrana de la mitocondria (-150mV); F representa la constante de
Faraday; R representa la constante de los gases ideales; y finalmente T se corresponde con la temperatura
absoluta.

Por otro lado, las ecuaciones que modelan el flujo de calcio mediante el intercambiador sodio-calcio, se
ajustaron al modelo de Kim y otros del afio 2012 a partir del modelo de Kim-Matsouka del 2008. Por tanto,
estdn incluidas en el modelo, y son las siguientes:

Feayex = Acayex * Cmit * Feaycymax - (tET- K1 —tE2- K2) 13
__aha oo
tET = alpha—beta’ tE2 =1-tET, 4
siendo k2 + k4ybeta = k1 + k3 =
s i
k1 =exp exp 0.2 F _% -PNa,;, k2 =expexp 0.2—1-F .% -PNa;, k3 = PCa,:, k4 = PCa; (16)
_ Nam[r3
pNﬁm[r - p.ram“‘?+KdNﬁm:'t3'[Ki:-:l[r.r (17)
P o = Camie
Camit Cam:_r_'_KdCa”“_t.[;Litlssj (18)
| 19
P,'-Ia:' = Nalss Ca; ( )
Na;*+KdNa; -(m}
Peg, = = “

2
Na;
Ca;+RdCa; (——)

KdNa;

siendo Feancx la corriente de calcio que atraviesa la proteina transmembrana NCXnit, cuya unidad de medida
son mmol-ms; Acanex simboliza el factor de amplitud de la corriente (1); Citrepresenta la capacidad de la
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membrana de la mitocondria (1,812pF); FCancxmax S€ corresponde con un valor constante adaptado (5.8-10
¥ mmol-ms™) para el modelo; Cami: y Nami, representan las concentraciones de calcio y sodio en el interior
de la mitocondria, respectivamente; Ca; y Na; se corresponden con las concentraciones de calcio y sodio en
el medio intracelular, respectivamente; A¥ simboliza el potencial de membrana de la mitocondria (-150mV);
F representa la constante de Faraday; R representa la constante de los gases ideales; T se corresponde con
la temperatura absoluta; KdCamir, representa la constante de disociacién para el calcio en el interior de la
mitocondria (0.020932007 mM); KdCa; se corresponde con la constante de disociacion para el ion calcio en
el interior de la célula (32 mM); KdNa; se corresponde con la constante de disociacidon del ion sodio
intracelular (38 mM).

Finalmente, se incorpord en el modelo matematico de Shannon y otros del 2004, la ecuacién que describe el
comportamiento del tampdn mitocondrial de calcio (“buffer”), ecuacién (21). La vemos a continuacion:

Ca = Camit—l—ﬂ (21)

Mitigtal .’ ch“Bbtf
+ Ca

mit

siendo Camittotal, toda la concentracion contenida en la mitocondria (tanto el calcio libre como el que esta
adherido al tampdn); Cami: representa la concentracién del ion calcio libre en el interior de la mitocondria;
Bmax Se corresponde con la concentracién de tampdn de calcio de la mitocondria, adaptada al modelo (0.6
mM); y por ultimo KdCag,s representa una constante de disociacion adaptada al modelo (0.001 mM).

Con la incorporacion de la dindmica del calcio por parte de la mitocondria, fue necesario afiadir una variable
de estado mas o lo que es lo mismo, una nueva columna a la matriz “StateVars”, al modelo de PA de Shannon
y otros del 2004. Esta variable en Matlab es la nimero 43 y representa la concentracion del ion calcio total
dentro de la mitocondria (Camittotar)-

Todas estas ecuaciones detalladas en este apartado que modelan el comportamiento eléctrico de las
mitocondrias fueron ajustadas del modelo de Kim y otros del 2012 y afiadidas al modelo de PA de Shannon
y otros del 2004.

Resultados experimentales de cardiomiocito conejo de Lu y otros del afio 2013

Mediante unos resultados experimentales contenidos en [Lu y otros, 2013], fue posible la adaptacién e
incorporacién del comportamiento mitocondrial de células B del modelo de Kim y otros del afio 2012, al
modelo matematico de Shannon y otros del 2004. Lo que se hizo fue ajustar las ecuaciones del modelo de
Kim y otros del 2012 de células B al nombrado modelo de potencial de accidon de Shannon y otros del afio
2004, tomando como referencia los resultados reales de conejo de Lu y otros del 2013.

Para que el ajuste de las ecuaciones provenientes del modelo de Kim y otros del 2012 fuera bueno, fue
necesario conseguir (mediante simulaciones) unos valores del transitorio del ion calcio en el interior de la
mitocondria muy préximos a los obtenidos a través de resultados experimentales. Para ello se incorporaron
en dos ecuaciones de dicho modelo dos factores multiplicativos: funi mit Y fnex_mit (Uno en cada ecuacién). Estos
dos factores se incorporaron tanto en la ecuacién correspondiente al flujo de calcio hacia el interior de la
mitocondria a través del canal uniportador (MCU), como a la ecuacién que describe la corriente del ion calcio
hacia el exterior de la mitocondria mediante el intercambiador sodio-calcio (NCXmit).
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Los resultados provenientes del articulo de Lu y otros del afio 2013 fueron obtenidos a partir de experimentos
en mocitos de ventriculo de conejo, y se consiguieron gracias a la microscopia confocal. Dichos resultados se
corresponden con el transitorio del ion calcio en el interior de la mitocondria mientras ocurre la salida de
forma normal de dicho ion desde reticulo sarcoplasmatico. Segun este articulo [Lu y otros, 2013], con el
miocito de ventriculo de conejo relajado, la concentracion de calcio dentro de la mitocondria es de unos 146
nM, y la amplitud de la concentracidn de Ca*? en funcién del tiempo dentro del organulo es de unos 29 nM,
estimulando la célula con una frecuencia de 0,2 Hz.

4.1.3. Tercer médulo: constants

Por otro lado, el médulo “constants” es el que incluye todas las constantes necesarias y se desarrollo a parte
con la finalidad de impedir que se produjeran errores al modificar las constantes. Esto se debe a que dichas

III |ll

constantes se emplean en dos mddulos diferentes: el “currents” y el “model”).

4.1.4. Cuarto modulo: currents

Los parametros de entrada de este mddulo son la matriz de variables de estado, “[StateVars]”, y el vector de
instantes de tiempo, “[Ti]”, los cuales son calculados, como bien se comentado anteriormente, mediante el
maddulo “main”. En cuanto a los parametros de salida, en este caso Unicamente es uno: una matriz,
representada en Matlab como “[currents]”, en la que cada una de las filas son los distintos instantes de
tiempo (Ti), y cada una de las columnas, la evolucién en funcién del tiempo de cada corriente idnica.

A diferencia de la matriz “[StateVars]”, las columnas de la matriz que se obtienen en este mdédulo representan
corrientes de iones, y no variables de estado. Esto se debe a que, como bien se ha comentado en apartados
anteriores, las corrientes idnicas no siguen una ecuacién diferencial, sino que se caracterizan por ser igual a
la conductancia maxima de su familia por la resta entre el potencial de membranay el potencial de equilibrio
del ion en cuestidn. Sin embargo, una variable de estado se caracteriza por ser una ecuacion diferencial
propia, lo que supone que las corrientes idnicas no son variables de estado.

Entrando un poco mas en detalle, podemos afirmar que la corriente de un ion puede ser obtenida mediante
la combinacién de distintas variables de estado, ya que el potencial de membrana si es una variable de estado
(la comuna nimero 32 de la matriz StateVars), y el potencial de equilibrio depende de una de estas.

Ademas, cabe destacar que en este médulo estd incorporada la ecuacidn correspondiente a cémo varia la
concentraciéon de calcio libre mitocondrial en funcidn del tiempo, la cual permite el cdlculo y la
representacién mediante una grafica de la dicha concentracidn de calcio libre dentro de la mitocondria.
4.1.5. Quinto médulo: AP_measures

Una vez se ha ejecutado una simulacién completa utilizando el modelo de potencial de accién, se habra

obtenido el potencial de accion de la membrana celular en funcién del tiempo. Esta funcion sera la entrada
para el médulo de software que se describe en esta seccidon: AP_mesures.

48



Desarrollo de un software para la simulacién computacional de la influencia de las mitocondrias en la
dindmica intracelular de calcio en cardiomiocitos

Este software tiene como objetivo el calculo de unos biomarcadores (representados en la Figura 4.3) que
permiten la caracterizacién del potencial de accidn. Se denominan biomarcadores preclinicos, y son:

1. EIAPD90, que se corresponde con el transcurso de tiempo desde el momento en el que el potencial
de accidn llega al valor maximo de la fase de despolarizacién (maxima derivada) hasta el instante de
tiempo en el que alcanza el 90% de la fase de repolarizacién.

2. ElI APD30, el cual representa el tiempo ocurrido desde el momento en el que el PA logra el valor
maximo de la despolarizacidn hasta que llega al 30% de la fase de despolarizacién.

3. Latriangulacién (variable Tri), que representa la resta entre APD90 y APD30.
4. Vmax, que se corresponde con el maximo valor logrado por el potencial.

La funcidn AP_measures tiene como parametros de entrada el vector de tiempo que ya conocemos, [T], y el
potencial (V), siendo este ultimo el potencial de membrana en cada uno de los instantes de tiempo del vector.

cl
Vmax e
o 30%
© 90%
OLAT ®
APD30 11

APDS0

Figura 4.3: Representacion grdfica de los biomarcadores del potencial de accion. (Fuente: elaboracion propia).
4.1.6. Sexto mdédulo: Ca_measures

Una vez se ha ejecutado una simulacién completa utilizando el modelo de potencial de accién, se habra
obtenido la concentracidn intracelular de calcio en funcidn del tiempo. Esta funcidn sera la entrada para el
madulo de software que se describe en esta seccién: Ca_measures.

Al igual que el anterior mddulo, este también presenta como pardmetros de salida una serie de
biomarcadores preclinicos, pero en este caso lo que caracterizan es el ion calcio en el interior de la célula.
Estos biomarcadores son, como bien se ha detallado en apartados anteriores:
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1. El biomarcador CaS, conocido también como calcio sistdlico, representa la concentracion de calcio
mas alta en el citosol durante un transitorio de dicho ion, y se corresponde con el pico del transitorio
de calcio, el cual tiene lugar al principio.

2. El biomarcador CaD, denominado calcio diastélico, representa la minima concentracion de calcio
intracelular durante un transitorio de calcio y coincide con el instante de tiempo previo al comienzo
del transitorio de dicho ion.

3. El biomarcador CaTTP, conocido como “time to peak”, hace referencia al tiempo transcurrido entre
el comienzo de un transitorio de Ca*? intracelular y el maximo valor que alcanza la concentracidn de

dicho ion.

4. El biomarcador CaTD80, que representa el intervalo de tiempo entre el maximo del pico del
transitorio de calcio en el citosol hasta el 80% de la bajada de concentraciéon de calcio.

En este caso, los pardmetros de entrada son mismos que los parametros de salida del médulo “main”, es
decir, la matriz “StateVars” y el vector de tiempo “Ti”.

CaTDs,

-~ »

CaTDg,

400
S 300
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O
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10190 I diastolic [Ca?*),
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CaTTP t (ms)

Figura 4.4: Representacion grdfica de los biomarcadores preclinicos de calcio. (Fuente: modificado de

(referencia).
4.2. AUTOMATIZACION DE LAS SIMULACIONES COMPUTACIONALES

En el Trabajo Final de Grado de Ainhoa Asensio [Asensio Orts, 2017], la metodologia de trabajo era la

siguiente:
1. Introduccién (manual) de los parametros deseados para el estudio en la variable settings.

2. Ejecucion del modelo de PA sin la definicidn de las mitocondrias con dichos settings utilizando los
cuatro médulos previamente descritos: main, model, currents y constants; para la obtencidén de las
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variables StateVars y Ti, que proporcionaban las funciones del potencial de membrana y del calcio
intracelular a través del tiempo.

3. Ejecucién (manual) del PA_mesures para la obtencién de los biomarcadores preclinicos.
4. Ejecucién (manual) del Ca_measures para la obtencidn de los biomarcadores de Calcio intracelular.
5. Serepiten (manualmente) estos cuatro pasos para el modelo incorporando mitocondrias.

6. Finalmente, se representaban graficas utilizando excel para la comparacion de los resultados de
ambos modelos.

Es decir, que practicamente todas las simulaciones y sus pasos se llevaban a cabo de manera manual,
mediante la escritura de las instrucciones correspondientes en la linea de comandos. La intencién en este
TFM es conseguir un método de analisis mas sistematico, automatizado y exhaustivo. Ademds de automatizar
el proceso de simulacion y obtencion de resultados, el software a desarrollar deberd permitir ampliar a
voluntad el nimero de factores multiplicativos de corrientes a utilizar y realizar simulaciones a diferentes
frecuencias de estimulacidn celular.

En las simulaciones, se variaran los siguientes parametros del modelo:

Periodo de estimulacién (BCL, del inglés Basic Cycle Length)

e Factores multiplicativos para 11 corrientes idnicas
Utilizando el modelo control (sin mitocondrias), el modelo con mitocondrias, el modelo con las
corrientes mitocondriales multiplicadas por 2 y el modelo con las corrientes mitocondriales
multiplicadas por 0.5.

Esto supone la realizacién de un alto numero de simulaciones. Por tanto, se debia automatizar el proceso de
trabajo anteriormente citado y se requeria también realizar una interfaz de usuario que permitiera la
visualizaciéon comparativa del modelo sin mitocondrias con el resto de los modelos de PA en los que se
incorporaban las corrientes mitocondriales. El objetivo es por tanto disefiar un algoritmo, que solo llamando
a su funcién, se obtengan todos los resultados que se precisan, evitando asi tener que realizar cada
simulacién por separado.

En este Trabajo Final de Master si que se han incorporado mas condiciones. Por un lado, en lugar de haber
un Unico valor de periodo entre estimulos, hay tres (350 ms, 500 ms y 1000 ms), y por otro lado, en vez de
haber tres factores multiplicativos mas la célula en condiciones de control, se han introducido cinco factores
mas: 0.25 (bloqueo de la corriente de un 75%), 0.75 (bloqueo de la corriente de un 25%), 1.25 (aumento de
la corriente de un 25%), 1.5 (aumento de la corriente de un 50%) y 1.75 (aumento de la corriente de un 75%).

La incorporacion de las condiciones que se han detallado supone la realizacion de muchas mas simulaciones.
Al haber cinco factores multiplicativos mas a parte de los tres nombrados anteriormente, y el mismo nimero
de corrientes, se obtiene un total de 88 simulaciones mas la célula en control, es decir, 89. Asimismo, se
afiaden dos periodos entre estimulos (BCL) mas, por tanto, 89 simulaciones por tres BCLs distintos dan lugar
a 267 simulaciones. Y como bien sabemos, este proceso debe realizarse dos veces: incorporando en el
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modelo la regulacidn por parte de la mitocondria y sin incorporarlo, lo que conlleva a un total de 534
simulaciones. Si comparado este nimero con las 68 anteriormente nombradas se puede afirmar que hay una
gran diferencia, y de ahi que uno de los principales objetivos de este trabajo sea automatizar todo el proceso
mediante la implementacion de un algoritmo.

4.2.1. Algoritmo con mitocondria: CalculaTODOConMito

Algoritmo: variables y funciones necesarias

El objetivo final de este algoritmo (parametro de salida) es obtener una matriz de cuatro dimensiones (K, X,
Y, Z). La dimensidn X representa las once corrientes, la Y representa los nueve factores multiplicativos de
dichas corrientes, la Z se corresponde con los tres periodos de estimulacidn, y por ultimo la K se corresponde
con los cuatro biomarcadores preclinicos mas el numero de estimulos. Por tanto, para cada simulacién que
se hace de un modelo de PA se obtiene una matriz de resultados de [4,11,9,3]. En este trabajo, esta funcién
se ha ejecutado 4 veces, una para modelo de PA: control (Shannon y otros), control con mitocondrias (Ainhoa
Asensio), control con mitocondrias con un factor de 0.5 y finalmente, control con mitocondrias con un factor
de 2.

Esta matriz de cuatro dimensiones se puede interpretar como un prisma de tres dimensiones de 11 x 9 x 3,
siendo estas tres la X, la Y y la Z. A su vez dicho prisma se encuentra divido en 297 posiciones, las cuales
forman cuadrados de tres dimensiones, donde se encuentra en cada una de ellas los cuatro biomarcadores
y el nimero de estimulos de cada simulacién.

El primer paso del algoritmo es definir la matriz de resultados final, como una matriz de ceros de las
dimensiones anteriormente citadas, a lo largo del programa esta matriz se ira rellenando con el calculo de
los biomarcadores de Calcio.

El segundo paso es la automatizacion de la definicién de los settings que es la variable de entrada para
configurar la simulacidon del modelo de PA. Para ello, se define una funcién “rellena_set”. Esta funcion
permitird el calculo de la variable settings para realizar las simulaciones con todas las combinaciones posibles
de factores multiplicativos para las once corrientes y los tres periodos de estimulacion.

Por otro lado, la otra funcion definida dentro del algoritmo, llamada “UltimoBio”, tendrd como parametro
de salida los cuatro biomarcadores en el pentltimo estimulo de cada simulacién. Para obtener dicho célculo,
se define “CaS_u=CaS(length(CaS)-1)”, y asi con los otros tres biomarcadores de calcio. Ademas, dentro de
esta funcidn se define una condicién “if” que indica que en caso de que solo haya un estimulo en una
simulacidn, los biomarcadores de dicha simulacion pertenezcan a ese estimulo. Cuando ocurra esto se
pretende saber, mediante el uso de “disp(int2str(N))”, de qué simulacién se trata, es decir, para qué BCL, FM
y corriente, con la intencidon de poder hacer un anadlisis sobre el transitorio de calcio intracelular en estas
condiciones.

Este algoritmo estd constituido por cuatro bloques. Tres de ellos representan a la célula en control para cada
uno de los tres periodos de estimulacion (BCL), y el otro se corresponde con todas las posibles combinaciones
entre las distintas condiciones (corrientes, factores multiplicativos de dichas corrientes y BCL), excepto el
factor multiplicativo 1 (control).
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Algoritmo: célula en control

En los tres primeros bloques del algoritmo (célula en control a cada BCL), se define un vector de pardmetros
de configuracidn denominado “Sx_iniciales”, que contendrd 18 columnas y sera el pardametro de entrada de
la funcién “rellena_set(Sx_iniciales)”. Las 11 primeras columnas se corresponden con las 11 corrientes y
tendran valor 0, ya que como bien se ha comentado en apartados anteriores, el factor multiplicativo queda
definido como (1-“settings”), y queremos la célula en condiciones de control. La columna numero 12
representa el periodo de estimulacién, que para cada bloque tendra un valor distinto: 350, 500 y 1000. Las
columnas 13, 14, 15 y 16, igual para los tres BCLs, se corresponde con: el nUmero de estimulos, con valor
100; la amplitud de estimulo, con valor -9.5; y los dos factores multiplicativos (“settings.f_uni_mit” y
“settings.f_NCX_mit”) utilizados para adaptar las ecuaciones de las mitocondrias del paper a los datos
experimentales, con valores de 7500 y 3.85e15, respectivamente.

Por ultimo, en las columnas 17 y 18 se encuentran los “settings” correspondientes al uniportador
mitocondrial de calcio, llamado también MCU, y al intercambiador sodio-calcio de la mitocondria,
denominado NCXmi;, ambos con valor 0. Estos dos ultimos parametros de configuracion (“settings.luni”) y
(“settings.Incx”) deben tener dicho valor 0 para que se incluya en el modelo la regulacién del ion calcio por
parte de la mitocondria, ya que las ecuaciones correspondientes al MCU y al NCXni: (definidas en el mddulo
“model”), quedan multiplicadas por (1-“settings”).

En estos tres primeros apartados del algoritmo correspondientes a la célula en condiciones de control, justo
después de definir el vector “[settings]”, se llama a la funcién “rellena_set” con el objetivo de obtener el
vector “[settings]”, el cual contendra “Sx_iniciales”. Teniendo ya el vector se puede ejecutar a la primera
funcion definida en el médulo “main”, “Shannon2004_main(settings)”, ya que el parametro de entrada es
dicho vector “settings”. Mediante esta funcién se obtiene como salida la matriz “StateVars” y el vector “Ti",
sin que la célula presente ninguna alteracion y con un periodo de estimulacidn distinto para cada bloque.

Con la obtencién de la nombrada matriz sera posible obtener los cuatro biomarcadores de calcio intracelular
en el pendltimo estimulo y el nimero de dichos estimulos. Se consigue llamando a la funcion
“Ca_measures(Ti, StateVars (:,9), 0)” definida en el mddulo “Ca_measures”, donde el nimero 9 representa
la novena columna de la matriz “StateVars”, es decir, la regulacién del calcio en el interior de la célula.

En cada uno de estos tres bloques también queda definido el nimero de estimulos que salen en cada
simulacidon, mediante “L=length(CaS)”. En esta definicién, el biomarcador “CaS” podria sustituirse por
cualquiera de los otros tres, ya que el nimero de estimulos es referido a cada simulacién y por tanto, es el
mismo en todos los biomarcadores. Seguidamente se llama a la funcidon “UltimoBio” para que el calculo de
los biomarcadores se efectie en el penultimo estimulo en lugar del ultimo.

Finalmente, se incorpora un bucle “for” en cada bloque perteneciente a la célula en control. Dicho bucle es
iniciado con “ix = 1:1:IxEntero”, que en Matlab significa desde “ix” igual a 1 hasta “ix” igual a 11, en saltos de
uno. A continuacion, se define “MBCa_RConMito(:,ix,5,1)=[CaS_u CaD_u CaTTP_u CaTD80_u L]”, con lo que
se pretende meter en la matriz de ceros anteriormente definida (MBCa_RConMito”), los valores de los cuatro
biomarcadores en el penultimo estimulo correspondientes a cada simulacién mas el numero de estimulos de
ésta. Estos cinco valores representan una “cajita” de la matriz de cuatro dimensiones, y como bien se detalla
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dentro del bucle, se rellenaran 11 “cajitas” de la matriz, en la posicidon 5 de la dimensién Y (para mantener
un orden de los factores multiplicativos, desde 0.05 hasta 2) y en la 1 de la Z, cambiando esta Ultimaa 2y 3
para los BCLs 500 y 1000, respectivamente.

El valor obtenido de los cuatro biomarcadores y el nimero de estimulos, para un determinado periodo de
estimulacion, serd exactamente igual en cada una de estas 11 “cajitas”, ya que la simulacién es la misma para
cada una de las 11 corrientes (Unicamente se juega con el factor multiplicativo 1, que es como si no hubiera.)

Algoritmo: célula alterada

En cuanto al cuarto bloque, correspondiente a la célula fuera de condiciones de control, en primer lugar se
definen dos vectores necesarios: [FM], con los nueve factores multiplicativos, y [CL], con los tres periodos de
estimulacion.

Se crean tres bucles “for”, uno dentro del otro, empezando por “cl=1:1:length(CL)”, que significa desde “cl”
igual a 1 hasta “cl” igual a 3, correspondiendo este numero con la longitud del vector [CL]. A continuacidn, el
siguiente bucle “for” se inicia como “fm=2:1:length(FM)”, que se traduce en: desde “fm” igual a 2 hasta “fm”
igual a la longitud del vector [FM], que es 9. Por ultimo, el tercer bucle “for” empieza por “ix=1:1:IxEntero”,
gue aunque ya se habia definido en la parte del algoritmo que representa a la célula en control, también es
necesario en esta parte del cédigo.

Dentro de este ultimo bucle, el se encuentra dentro de los dos nombrados anteriormente, se define el vector
“Sx”, similar al vector “Sx_iniciales”. Solo difiere de "Sx_iniciales" en la columna doce, la cual queda
representada como CL(cl) en lugar de un periodo de estimulacién en concreto. Se define de esta forma para
gue en dicha columna aparezca cada BCL con todas las posibles combinaciones de las once corrientes con los
ocho factores multiplicativos. Son ocho factores porque asi se define en "fm", desde la segunda columna del
vector [FM] hasta la novena columna. Con todas las combinaciones saldrd un total de 264 vectores "Sx", 88
vectores para cada periodo de estimulacion.

Para conseguir que la célula presente alteraciones en las corrientes, y que por tanto hayan 88 estados
distintos para cada BCL, se define “Sx(1,ix)=FM(1,fm)". En la herramienta Matlab esto se traduce en que se
coge la primera fila del vector [FM] (sdlo hay una porque es un vector) y las columnas de la 2 ala 9 ("fm esta
definido asi), y las "metemos" en cada columna del vector [Sx], desde la primera hasta la onceava. De esta
forma, cada factor multiplicativo (excepto el factor con valor 1), alterara a cada una de las once corrientes.

A continuacién, se llama a la funcién "rellena_set(Sx), donde el pardmetro de entrada sera cada uno de los
vectores "Sx" (264 en total), y como parametro de salida, como ya se ha comentado anteriormente, el vector
[settings]. Este ultimo vector sera necesario a la hora de calcular la matriz "StateVars" y el vector de tiempo
[Ti], ya que al llamar a "Shannon2004_main(settings)" se requiere el vector "settings" como entrada.
Asimismo, al igual que la célula en control, se define el nUmero de estimulos en cada simulacién mediante
"L=length(CaS)", y se ejecuta a "Ca_measures(Ti,StateVars(:,9),0)" con el objetivo de obtener los
biomarcadores de calcio en el penultimo estimulo, por ello posteriormente se llamard a la funcién
"UltimoBio".
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En esta parte del algoritmo, mediante la condicidn “if” se definen tres condiciones bajo las cuales no se
pretende simular el transitorio de calcio en el interior de la célula, y por tanto tampoco interesa calcular los
biomarcadores preclinicos en estas tres simulaciones. Esto ocurre porque para estos estados de la célula no
se obtienen resultados sobre los cuales se pueda realizar un andlisis, es decir, se obtienen unos potenciales
de accién que ademas de ser no representativos, la célula en esas condiciones hacia que se bloqueara la

ejecucion de simulaciones mediante el algoritmo. Estas alteraciones son: la corriente Ica. bloqueada un 95%,
la misma corriente duplicada y por ultimo la corriente Ina bloqueada un 95%. Las tres condiciones se aplican
bajo los tres BCLs. No obstante, existe otro estado del cardiomiocito en el que el potencial de acciéon no
resulta ser representativo, y es al aplicar un factor potenciador de valor 2 en la corriente Ix;. Mds adelante,
en la parte de resultados se entrara mas en detalle acerca de estos estados extremos de la fibra muscular
cardiaca.

Para introducir de manera ordenada los cuatro biomarcadores en el pendltimo estimulo mds el nimero de
estimulos de cada simulacién, otra condicién “if” es creada en esta parte del algoritmo. Fijamos que para
“(fm<6)”, estos cinco valores se introduzcan en la dimensidon Y de la matriz en una posicidon anterior:
“MBCa_RConMito(:,ix,fm-1,cl) = [CaS_u CaD_u CaTTP_u CaTD80 u L]”, quedando libre la posicién nimero 5,
donde se encontrara la célula en condiciones de control. Desde la sexta posicién a la novena (desde fm=6
hasta fm=9), estos cinco valores se incorporaran en la dimensién Y de la matriz como el mismo “fm” indica:
“MBCa_RConMito(:,ix,fm,cl) = [CaS_u CaD_u CaTTP_u CaTD80 u L]”. Asi, el orden de los factores
multiplicativos en la matriz quedara ordenado de menor a mayor con control justo en el medio: 0.05; 0.25;
0.5;0.75;1; 1.25; 1.5; 1.75; 2.

4.2.2. Algoritmo sin mitocondria: CalculaTODOSinMito

Con el objetivo de estudiar el error entre el modelo que incluye la regulacidn del calcio en el interior de la
mitocondria y el que no lo incluye, se ha implementado también un algoritmo de automatizacién vy
procesamiento de resultados que deja a la mitocondria excluida. El algoritmo es muy similar al explicado
anteriormente, pero difiere en primer lugar, en el nombre de la funcién que aparece al principio, definida
ahora como “[MBCa_RSinMito] = CalculaTODOSinMito()"”.

Para poder eliminar la regulacién del calcio por parte de la mitocondria, se cambian dos pardametros de
configuracion en cada uno de los cuatro bloques del algoritmo, siendo estos parametros “settings.luni” y
“settings.Incx”. Ambos pardmetros se igualan a 1 para poder anular las dos ecuaciones correspondientes a

la mitocondria, las cuales se encuentran en el médulo “model”. Como ya se ha comentado en apartados
anteriores, el factor multiplicativo queda definido como “1 - settings”, por tanto, ambos factores toman el

valor 0y asi queda eliminado el transitorio de calcio por parte de la mitocondria.
Estos dos “settings” se definen justo después de la definicidn del vector “Sx_iniciales” y del vector “Sx”, para
la célula en control y alterada, respectivamente, por tanto, ambos vectores quedan modificados en el nuevo

algoritmo.

4.2.3. Algoritmo para el analisis de sensbilidad
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Con el fin de analizar cdmo de sensible es el modelo detallado en apartados anteriores respecto a
modificaciones en los factores nominales utilizados para adaptar las ecuaciones pertenecientes a Kim y otros
del 2012 a los datos experimentales, se duplican y se dividen entre dos dichos factores. Se han implementado
por tanto, cuatro algoritmos mas: dos que incluyen la mitocondria y dos que no la incluyen.

Dos de los algoritmos desarrollados que si incluyen las ecuaciones correspondientes a la mitocondria, son
practicamente iguales al modelo detallado anteriormente: “CalculaTODOConMito”. Estos dos difieren de
éste en los valores de los pardmetros de configuracion “settings.f_uni_mit” y “settings.f _NCX_mit”, los

cuales han sido duplicados en un algoritmo (“CalculaTODOConMito_f_doble”) y divididos entre dos en el otro
algoritmo (“CalculaTODOConMito_f_mitad”).

Por otro lado, otros dos algoritmos sin incluir la regulacion del calcio por parte de la mitocondria y con valores
de los pardmetros de configuracion “settings.f_uni_mit” y “settings.f NCX_mit” modificados, también han
sido implementados. Ambos algoritmos son muy similares al “CalculaTODOSinMito”, pero se diferencian de
éste por el cambio efectuado en estos dos “settings”. En un codigo de automatizacion estos dos valores se
han duplicado (“CalculaTODOSinMito_f doble”), y en el otro se han dividido entre dos
(“CalculaTODOSInMito_f mitad”).

En los cuatro algoritmos, el nuevo valor de estos pardmetros de configuracidén se incorpora en los cuatro
bloques, justo después de definir el vector “Sx_iniciales” (célula en control) y “Sx” (célula alterada). Asi,
guedan definidos nuevamente estos dos vectores para cada uno de estos cuatro algoritmos de
automatizacidn atiles en el andlisis de sensibilidad.

Algoritmo de automatizacién y procesamiento de resultados:

function [MBCa_RConMito]=CalculaTODOConMito()

% MBCa_RConMito = BioM, IxEntero, FM, CL

% BioM = [CaS CaD CaTTP CaTD80 L]

% IxEntero = [INa INaCa INaK ICaL ICap Ito IKr IKs IK1 jrelSR jpumpSR]
% FM=[00.950.75 0.5 0.25 -0.25 -0.5 -0.75 -1]

% CL = [350 500 1000]

%lnicializacion de variables necesarias
MBCa_RConMito=zeros(5, 11, 9, 3);
IXEntero=11;

%Control a BCL=350

Sx_iniciales=[0000000000 0350100 -9.5 7500 3.85e+15 0 0];
[settings]=rellena_set(Sx_iniciales);
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[Currents,StateVars, Ti]=Shannon2004_main(settings);
[LCAT,CaTTP,Cl,CaD,CaS,CaDotMax,CaTD80,CaTD30,Tri]=Ca_measures(Ti,StateVars(:,9),0);
L=length(CaS);

[CaS_u, CaD_u, CaTTP_u, CaTD80_u]=UltimoBio(CaS,CaD,CaTTP,CaTD80,350,1,0);

for ix=1:1:IxEntero
MBCa_RConMito(:,ix,5,1)=[CaS_u CaD_u CaTTP_u CaTD80 _u L];
end

%Control a BCL=500

Sx_iniciales=s[0000000000 0500 100 -9.5 7500 3.85e+15 0 0];
[settings]=rellena_set(Sx_iniciales);

settings.luni=1;

settings.Incx=1;

settings.f_uni_mit=15000;

settings.f NCX_uni=7.7e1l5;
[Currents,StateVars,Ti]=Shannon2004_main(settings);
[LCAT,CaTTP,Cl,CaD,CaS,CaDotMax,CaTD80,CaTD30,Tri]=Ca_measures(Ti,StateVars(:,9),0);
L=length(CaS);

[CaS_u, CaD_u,CaTTP_u,CaTD80_u]=UltimoBio(CaS,CaD,CaTTP,CaTD80,500,1,0);

for ix=1:1:IxEntero
MBCa_RConMito(:,ix,5,2)=[CaS_u CaD_u CaTTP_u CaTD80_u L];
end

%Control a BCL=1000

Sx_iniciales=[0000000000 01000 100 -9.5 7500 3.85e+15 0 0];
[settings]=rellena_set(Sx_iniciales);

settings.luni=1;

settings.Incx=1;

settings.f_uni_mit=15000;

settings.f NCX_uni=7.7e15;

[Currents,StateVars, Ti]=Shannon2004_main(settings);
[LCAT,CaTTP,Cl,CaD,CaS,CaDotMax,CaTD80,CaTD30,Tri]=Ca_measures(Ti,StateVars(:,9),0);
L=length(CaS);

[CaS_u, CaD_u,CaTTP_u,CaTD80_ul]=UltimoBio(CaS,CaD,CaTTP,CaTD80,1000,1,0);

for ix=1:1:IxEntero
MBCa_RConMito(:,ix,5,3)=[CaS_u CaD_u CaTTP_u CaTD80_u L];
end

%Célula alterada a 3 BCLs distintos
FM=[00.950.75 0.50.25 -0.25 -0.5 -0.75 -1];
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CL=[350 500 1000];

for cl=1:1:length(CL)
for fm=2:1:length(FM)
for ix=1:1:IxEntero
Sx=[0000000000 0 CL(cl) 100 -9.5 7500 3.85e+15 0 0];
Sx(1,ix)=FM(1,fm);

[settings]=rellena_set(Sx);
settings.luni=1;
settings.Incx=1;
settings.f_uni_mit=15000;
settings.f NCX_uni=7.7el5;
if(((ix==4)&&(fm==2)) | | ((ix==4)&&(fm==9)) | | ((ix==1)&&(fm==2)))
disp('Esta condicidn no la calculo');
iX
fm
else
[Currents,StateVars,Ti]J=Shannon2004_main(settings);
[LCAT, CaTTP, Cl, CaD, CaS, CaDotMax, CaTD80, CaTD30, Tri] = Ca_measures (Ti,StateVars (:,9), 0);
L=length(CaS);
[CaS_u, CaD_u, CaTTP_u, CaTD80_u] = UltimoBio (CaS, CaD, CaTTP, CaTD80, CL(cl), FM(1,fm), ix);

if(fm<6)

MBCa_RSinMito_f doble(:,ix,fm-1,cl)=[CaS_u CaD_u CaTTP_u CaTD80_u L];
else

MBCa_RSinMito_f doble(:,ix,fm,cl)=[CaS_u CaD_u CaTTP_u CaTD80_u L];

end
end
end
end
end

save variables.mat
return

%definimos funcién rellena_set(condiciones)
function [settings]=rellena_set(condiciones)
settings.INa=condiciones(1,1);
settings.INaCa=condiciones(1,2);
settings.INaK=condiciones(1,3);
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settings.ICal=condiciones(1,4);
settings.ICap=condiciones(1,5);
settings.lto=condiciones(1,6);
settings.IKr=condiciones(1,7);
settings.IKs=condiciones(1,8);
settings.IK1=condiciones(1,9);
settings.jrelSR=condiciones(1,10);
settings.jpumpSR=condiciones(1,11);
settings.BCL=condiciones(1,12);
settings.NumStim=condiciones(1,13);
settings.Amp_stim=condiciones(1,14);
settings.f_uni_mit=condiciones(1,15);
settings.f NCX_mit=condiciones(1,16);
settings.luni=condiciones(1,17);
settings.Incx=condiciones(1,18);

return

%definimos funcién UltimoBio

function [CaS_u, CaD_u, CaTTP_u, CaTD80_u] = UltimoBio (CaS, CaD, CaTTP, CaTD80, BCL, Bloqueo,

Corriente)

if((length(CaS)==1)| | (length(CaD)==1)| | (length(CaTTP)==1)| | (length(CaTD80)==1))

CaS_u=Cas;
CaD_u=CaD;
CaTTP_u=CaTTP;
CaTD80_u=CaTD80;
disp("Soy el caso: \nBCL=");
disp(int2str(BCL));
disp("Soy el caso: \nBloqueo=");
disp(int2str(Bloqueo));
disp("Soy el caso: \nCorriente=");
disp(int2str(Corriente));
else
CaS_u=CaS(length(CaS)-1);
CaD_u=CaD(length(CaD)-1);
CaTTP_u=CaTTP(length(CaTTP)-1);
CaTD80_u=CaTD80(length(CaTD80)-1);
end

return
4.3 DEFINICION Y DESARROLLO DE LA INTERFAZ DE USUARIO

4.3.1. Definicion de la interfaz
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El principal objetivo de este apartado es disefiar una interfaz de usuario con el fin de facilitar la visualizacién
de los resultados de forma automatizada y simple para el usuario. El principal motivo del disefio de esta
aplicacién se debe a la cantidad de simulaciones obtenidas en el presente trabajo, y lo que se pretende
representar son las comparaciones del modelo original de Shannon y otros [Shannon y otros, 2004] con el
modelo ajustado que incluye la dindmica por parte de la mitocondria. Podrdn ser representadas tres
comparaciones distintas entre el modelo SinMito respecto: al modelo con mitocondria [Asensio Orts, 2017];
al modelo con mitocondria considerando un valor del doble de los factores utilizados para adaptar las
ecuaciones de las mitocondrias a los datos experimentales; y al modelo con mitocondria con el valor de
dichos factores reducidos a la mitad.

Para poder empezar a desarrollar la interfaz, se ha disefiado un boceto grafico de la aplicacién teniendo en
cuenta las variables de entrada y lo que se pretende obtener como resultado. Estas variables de entrada son
cuatro: las once corrientes idnicas, los tres periodos de estimulacién, los tres factores de adaptacion
mitocondriales y el modelo original a comparar. Esta Ultima variable de entrada ha sido considerada para la
realizacion de futuras comparaciones usando otros modelos matematicos en los que no se hayan
incorporado las corrientes mitocondriales.

Los resultados que se desean obtener son por un lado cuatro graficas, una para cada biomarcador de calcio
(Cas, CaD, CaTTP y CaTD80), correspondientes a las comparaciones entre el modelo SinMito y uno de los tres
anteriormente mencionados, obteniendo asi dos curvas para cada comparacién. Por otro lado, cuatro
graficas (una para cada biomarcador) de los errores relativos en tanto por cien cometidos por el modelo
original (SinMito) respecto a uno de los tres modelos ConMito.

Por tanto, se pretende implementar una funcionalidad que permita dibujar las graficas de biomarcadores,
otra mediante la cual se obtenga el dibujo de las gréficas de errores, y por Ultimo otra que permita borrar las
graficas que hay en cada momento representadas con la finalidad de que no se superpongan las que se
desean representar a continuacion.

4.3.2. Diseino de la interfaz

Como punto de partida se realizd un boceto (Figura 4.5) teniendo en cuenta la definicidén escrita en el punto
previo. Se puede observar que la seccidn de variables de entrada se subdivide en cuatro secciones. La primera
se corresponde con un campo de tipo combo en el cual la Unica opcidn a escoger es el modelo original de
potencial de accidn de Shannon y otros [Shannon y otros, 2004]. Para la variable del modelo se ha escogido
un combo porque el resultado a obtener depende de un Unico modelo. La segunda seccion representa un
checkbox para cada corriente, con el objetivo de poder seleccionar mds de una corriente y por tanto que se
pueda representar en una misma grafica mas de una. La tercera seccién se corresponde con un radio button
para cada BCL, con el fin de poder seleccionar Unicamente uno de ellos, ya que la comparacion entre dos
modelos se pretende realizar bajo las mismas condiciones de periodo de estimulacién para ambos. Por
ultimo, la cuarta seccioén representa un radio button para cada factor de adaptacion mitocondrial, con la
finalidad de poder escoger solo un modelo con mitocondria para compararlo con el modelo original sin
mitocondria.
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Justo bajo de la seccion de variables de entrada aparece otra representando las funcionalidades de la
aplicacion. Se ha optado por un botén para cada funcionalidad con el fin de obtener las graficas de
biomarcadores, la de los errores o de limpiarlas. Por Ultimo, se aprecia una seccién a la derecha que se
corresponde con el area de resultados, donde se podran visualizar las distintas graficas.

Modelo
(combo)

Corrientes idnicas

(checkbox) B Gréfica Gréfica
biomarcador CaS biomarcador CaD

BCLs
(radio buttons)

Factores de
adaptacion
mitocondriales

dio butt
(radio buttons) Grafica Grafica

biomarcador CaTTP biomarcador CaTD80

Error, Bio, Clear
(botones)

Figura 4.5: Boceto de la interfaz de usuario. (Fuente: elaboracion propia).
La interfaz se ha disefiado usando mediante un entorno de programacidon que proporciona Matlab

denominado “App Designer”. A continuacion, pueden observarse dos capturas de pantalla generales de la
aplicacion (Figura 4.6 y Figura 4.7).

61



Desarrollo de un software para la simulacién computacional de la influencia de las mitocondrias en la

Model | Shannon v

Currents

¥ INa 1K1
] INCX IKs
INaK IKr
ICap ito
ICaL
IrelSR
lipump

BCL (ms)

350
) 500
1000

Mitochondrial current factor
. 172
1
2

Eror | [ Bio | [ Clear

dinamica intracelular de calcio en cardiomiocitos

Effects of mitochondrial activity in Calcium Biomarkers

3 Cas 4 CaD
5 X10 25 X10
4
251
2k
FIAN
3 150
A\
| \\ ¢ SR 4 e
\ i : o
1 s
05 I os|
——Na ———— ——Na
—+— INCX —+— INCX
oL L L \ L L L \ L o N \ \ L L \ L L )
0 02 0.4 0.6 0.8 1 12 1.4 1.6 18 2 [ 02 0.4 06 0.8 1 1.2 1.4 16 1.8 2

7 Multiplier factor 7

CaTTP
70 300

60 o

50

° . L L L L L L

7 Multiplier factor

CaTD80

o] 02 04 06 08 1 12 14
Multiplier factor

08 1 12 1.4 1.6 18 2
Multiplier factor

Figura 4.6: Captura de pantalla general de la aplicacion. En las grdficas del drea de resultados aparecen

representadas cuatro curvas correspondientes a la corriente de sodio y a la corriente del intercambiador NCX

para el modelo SinMito y el modelo ConMito con los factores de adaptacion mitocondriales reducidos a la
mitad, con un BCL de 500 ms. (Fuente: elaboracion propia).
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Figura 4.7: Captura de pantalla general de la aplicacion. En las grdficas del drea de resultados aparecen

representadas dos curvas correspondientes al error porcentual cometido por el modelo SinMito respecto al

modelo ConMito cuando las corrientes Ixs e Ix- se ven alteradas, con un BCL de 350 ms. (Fuente: elaboracion

propia).

4.3.3. Desarrollo de la interfaz

A continuacién de muestra el cédigo mediante el cual ha sido posible laimplementacion de la interfaz gréfica.

% Value changed function: BioButton
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function BioButtonValueChanged(app, event)
value = app.BioButton.Value;
%Remove the current graphs
cla(app.CaS);
cla(app.CaD);
cla(app.CaTTP);
cla(app.CaTD80);
%Define the names of the currents to show legend
Currents= ["INa" "INCX" "INaK" "ICaL" "ICap" "Ito" "IKr" "IKs" "IK1" "ljrelSR" "ljpumpSR"];
k=1;
%Define markers for plots
markplot=['+','0","*",'x','s","d",'"»",'v','>",'<","'p'];
%Charge the data variable
load MitosDatos.mat;

%Define a vector of positions of currents to draw
positions=zeros(11,1);
positions=[app.INa.Value app.INCX.Value app.INaK.Value app.ICaL.Value app.ICap.Value
app.lto.Value app.IKr.Value app.IKs.Value app.IK1.Value app.lrelSR.Value app.ljpump.Value];
%Define the BCL to plot
if(app.BCL350.Value==1)BCL=1; end
if(app.BCL500.Value==1)BCL=2; end
if(app.BCL1000.Value==1)BCL=3; end
%Define the matrix to plot
Mcontrol=MBCa_RSinMito;
if(app.MitoMitad.Value==1)Mcomp=MBCa_RConMito_f mitad; end
if(app.MitoControl.Value==1)Mcomp=MBCa_RConMito; end
if(app.MitoDoble.Value==1)Mcomp=MBCa_RConMito_f doble; end
%Define a generic curve
curve=zeros(9,1);
curve2=zeros(9,1);
%execute a loop to plot the first graph
for i=1:1:length(positions)
if(positions(i)==1)
%Draw CaS
hold(app.CaS,'on');
curve(:,1)=Mcontrol(1,i,:,BCL);
curve2(:,1)=Mcomp(1,i,:,BCL);
col=rand(1,3);
plot(app.CaS,Ejex,curve,’-','Color’,col,'Marker',markplot(i));
hold(app.CaS,'on");
plot(app.CaS,Ejex,curve2,'--','Color',col,'Marker',markplot(i));
%Draw CaD
hold(app.CaD,'on');
curve(:,1)=Mcontrol(2,i,:,BCL);
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curve2(:,1)=Mcomp(2,i,:,BCL);
plot(app.CaD,Ejex,curve,'-','Color',col,'Marker',markplot(i));
hold(app.CaD,'on');
plot(app.CaD,Ejex,curve2,'--','Color',col,'Marker',markplot(i));
%Draw CaTTP

hold(app.CaTTP,'on');

curve(:,1)=Mcontrol(3,i,:,BCL);

curve2(:,1)=Mcomp(3,i,:,BCL);
plot(app.CaTTP,Ejex,curve,'-','Color',col,'Marker',markplot(i));
hold(app.CaTTP,'on');
plot(app.CaTTP,Ejex,curve2,'--','Color',col,'Marker',markplot(i));
%Draw CaTD80

hold(app.CaTD80,'on');

curve(:,1)=Mcontrol(4,i,:,BCL);

curve2(:,1)=Mcomp(4,i,:,BCL);

plot(app.CaTD80,Ejex,curve,’
hold(app.CaTD80,'on’);
plot(app.CaTD80,Ejex,curve2,'--','Color',col,'Marker',markplot(i));

-','Color',col,'Marker',markplot(i));

%Define the common legend
RealLeg(k)=Currents(i);
k=k+1;
end
end
legend(app.CaS,Realleg,'Location’,'southwest');
(
(
(

legend(app.CaTD80,Realleg,'Location’,'southwest");

legend(app.CaD,ReallLeg,'Location’,'southwest');

legend(app.CaTTP,Realleg,'Location’,'southwest');
end

% Value changed function: ClearButton
function ClearButtonValueChanged(app, event)
value = app.ClearButton.Value;
cla(app.CaS);
cla(app.CaD);
cla(app.CaTTP);
cla(app.CaTD80);
end

% Value changed function: ErrorButton
function ErrorButtonValueChanged(app, event)
value = app.ErrorButton.Value;
%Remove the current graphs
cla(app.CaS);
cla(app.CaD);
cla(app.CaTTP);
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cla(app.CaTD80);
%Define the names of the currents to show legend
Currents= ["INa" "INCX" "INaK" "ICaL" "ICap" "Ito" "IKr" "IKs" "IK1" "ljrelSR" "ljpumpSR"];
k=1;
%Define markers for plots
markplot=['+','0","*','x','s",'d","»",'v",">",'<","'p",'h'];
%Charge the data variable
load MitosDatos.mat;
%Define a vector of positions of currents to draw
positions=zeros(11,1);
positions=[app.INa.Value app.INCX.Value app.INaK.Value app.ICaL.Value app.ICap.Value
app.lto.Value app.IKr.Value app.IKs.Value app.IK1.Value app.lrelSR.Value app.ljpump.Value];
%Define the BCL to plot
if(app.BCL350.Value==1)BCL=1; end
if(app.BCL500.Value==1)BCL=2; end
if(app.BCL1000.Value==1)BCL=3; end
%Define the matrix to plot
Mcontrol=MBCa_RSinMito;
if(app.MitoMitad.Value==1)Mcomp=MBCa_RConMito_f_mitad; end
if(app.MitoControl.Value==1)Mcomp=MBCa_RConMito; end
if(app.MitoDoble.Value==1)Mcomp=MBCa_RConMito_f_doble; end
%Define a generic curve and matrix error
curve=zeros(9,1);
Merror=((Mcomp-Mcontrol)./Mcomp).*100;
%execute a loop to plot the first graph
for i=1:1:length(positions)
if(positions(i)==1)
%Draw CaS
hold(app.CaS,'on');
curve(:,1)=Merror(1,i,:,BCL);
col=rand(1,3);
plot(app.CaS,Ejex,curve,
%Draw CaD
hold(app.CaD,'on');
curve(:,1)=Merror(2,i,:,BCL);

-','Color',col,'Marker',markplot(i));

plot(app.CaD,Ejex,curve,'-','Color',col,'Marker',markplot(i));
%Draw CaTTP

hold(app.CaTTP,'on');

curve(:,1)=Merror(3,i,:,BCL);
plot(app.CaTTP,Ejex,curve,’-','Color',col,'Marker',markplot(i));
%Draw CaTD80
hold(app.CaTD80,'on");
curve(:,1)=Merror(4,i,:,BCL);
plot(app.CaTD80,Ejex,curve,

-','Color',col,'Marker',markplot(i));
%Define the common legend
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ReallLeg(k)=Currents(i);
k=k+1;
end

end
legend(app.CaS,Realleg,'Location’,'southwest');
legend(app.CaD,Realleg,'Location’,'southwest');
legend(app.CaTTP,Realleg,'Location’,'southwest');
legend(app.CaTD80,Realleg, 'Location’,'southwest');
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. VERIFICACION DEL MODELO AJUSTADO DE POTENCIAL DE ACCION

Los modelos utilizados presentan una alta complejidad debido a la cantidad de pardametros (variables de
estado) que contienen vy, por ello, en este Trabajo Fin de Master se han realizado un elevado nimero de
simulaciones. Como primer paso, se llevd a cabo la verificacién del nuevo software, comprobando que los
resultados obtenidos en las simulaciones basicas (con un BCL = 500 ms) coincidian con las llevadas a cabo en
[Asensio Orts, 2017] [Asensio y Ferrero, 2017a] [Asensio y Ferrero, 2017b].

La comparativa siguiente consta de dos graficas del potencial de accidon de la membrana plasmatica en
funcién del tiempo: una extraida del TFG de Asensio Orts, 2017, y la otra perteneciente a la autora del
presente trabajo (Figura 5.1y Figura 5.2, respectivamente); de dos graficas de concentraciones del ion calcio
libre en el interior de la célula (Figura 5.3 (a), extraida del TFG de Asensio Orts, 2017, y Figura 5.4 (a)); y de
dos gréficas de concentraciones de Ca*? libre en la mitocondria (Figura 5.3 (a), extraida del TFG de Asensio
Orts, 2017, y Figura 5.4 (b), respectivamente). Las graficas obtenidas por Ainhoa Asensio en su TFG, en el
2017, resultaron ser idénticas a las obtenidas con el nuevo software. Ademas, las concentraciones idnicas de
calcio (Figuras 5.3 y 5.4) también fueron idénticas.
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Figura 5.1: Representacion grdfica del potencial de accion en funcion del tiempo, a periodo de estimulacion
de 500 ms. (Fuente: Asensio Orts, 2017).
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Figura 5.2: Potencial de accion en funcion del tiempo en condiciones de control, a un periodo de estimulacion
de 500 ms.
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Figura 5.3: concentraciones del ion calcio en funcion del tiempo, en un cardiomiocito en condiciones de control

y con un periodo de estimulacion de 500 ms. (a): Ca;; (b):
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Figura 5.4: concentraciones del calcio en funcion del tiempo, en un cardiomiocito en condiciones de control y
con un BCL de 500 ms. (a): Ca;; (b): Camit.
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Los resultados mostrados en este Trabajo Fin de Mdster corresponden a los cuatro potenciales de accion
existentes en el intervalo de tiempo que va desde el milisegundo 4.75x10* hasta el milisegundo 4.92x10* de
las simulaciones (en el caso de BCL = 500 ms).

Tanto la Figura 5.1 como la Figura 5.2 muestran el potencial de accién caracteristico de un cardiomiocito
ventricular de conejo. Se puede apreciar claramente la fase de despolarizacidén de la célula, donde se alcanza
la maxima polaridad positiva (pico), y a continuacion el periodo de repolarizacién lenta, en el cual se observa
la fase de meseta o planteau.

Por otro lado, en las Figura 5.3 (a) y 5.4 (a) podemos apreciar la concentracion del ion calcio en el interior de
la célula en funcidn del tiempo. Durante el PA, tiene lugar una introducciéon de calcio en el citosol, que es en
gran parte debida a la extraccion de dicho ion desde el RS. Las Figuras 5.3 (b) y 5.4 (b) muestran la evolucion
temporal de la concentracion de calcio libre en el interior de la mitocondria en funcién del tiempo, la cual se
comporta de manera muy parecida a la variacién de la concentracion de Ca*? libre en el citoplasma (Ca;) pero
con una menor magnitud. Se puede apreciar claramente que las simulaciones (Vm, Cai y Camit) del TFG de
Asensio Orts, 2017, son las mismas que las que se han obtenido en este TFM, por tanto, podemos afirmar
gue el nuevo software y el modelo ajustado no presentan ningun error.

5.2. ANALISIS DE LA INFLUENCIA DE LAS MITOCONDRIAS
5.2.1. Célula en condiciones de control

Mediante el uso del modelo matematico que si incorpora la dindmica de las mitocondrias se han podido
ejecutar distintas simulaciones, debido a que dicho modelo adquirié la estabilidad suficiente. Estas
simulaciones se han llevado a cabo con el objetivo de averiguar, por un lado, qué consecuencias se producen
al introducir la formulacién de la mitocondria, y por otro, qué influencia existe en la actividad eléctrica de la
célula por el hecho de haber incorporado esta formulacién. Todas estas simulaciones seran ejecutadas
utilizando el nuevo software desarrollado en el presente TFM para tres periodos de estimulacién celular
(BCL): 350 ms, 500 ms y 1000 ms, por lo que el tiempo que dura cada simulacién sera diferente para cada
uno de estos tres BCLs. Para el primero seran 35 segundos, para el segundo 50 segundos, y para el tercero
100 segundos.

Por el momento, se mantiene a la célula en condiciones de control; sin embargo, en este mismo apartado,
pero mas adelante, nos centraremos en simulaciones donde varias corrientes han sido alteradas por distintos
factores multiplicativos.
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'\ ., Con Mito

N - - Sin Mito -
= a
E
= 5D

100 = 1 1 1
.32 3.34 3.36 3.38 3.4 3.42 344
10t
(a)
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Figura 5.5: Representacion grdfica en funcion del tiempo del potencial de accion, de la concentracion de calcio
libre en el interior de la célula, y de la concentracion de calcio en el reticulo sarcoplasmdtico con un BCL de

350 ms. En la grdfica (a) vemos el PA, en la (b) el Caiy en la (c) el Casg.
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Figura 5.6: representacion grdfica en funcion del tiempo del potencial de accion, de la concentracion de calcio

libre en el interior de la célula, y de la concentracion de calcio en el reticulo sarcoplasmdtico, a un BCL de 500

ms. En la grdfica (a) se observa el PA, en la (b) el Ca;y en la (c) el Cass.
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Figura 5.7: representacion grdfica en funcion del tiempo del potencial de accion, de la concentracion de calcio

libre intracelular, y de la concentracion de calcio en el reticulo sarcoplasmdtico, con un BCL de 1000 ms. En la

grdfica (a) vemos el PA, en la (b) el Ca;y en la (c) el Case.
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En la Figura 5.5 (a) podemos apreciar la evolucién en funcion del tiempo del potencial de accién (PA), con un
periodo entre estimulos de 350 ms. La figura muestra dos potenciales de accion solapados y practicamente
idénticos: uno simulado con el modelo que si incluye la dinamica de las mitocondrias, en color verde, y otro
simulado mediante el modelo que no las incluye, en color rojo. Como bien se puede observar, la diferencia
entre ambos es practicamente nula. En la grafica (b) (Figura 5.5), se muestra el transitorio de calcio en el
interior de la célula a un BCL de 350 ms (Caj), y también para dos modelos distintos: uno con mitocondrias
(color verde) y otro sin mitocondrias (color rojo). En esta grafica, al contrario que la anterior, si que se
aprecian ligeras diferencias como las que también se ven en la grafica (c) (Figura 5.5). En esta ultima queda
representada la concentracion del ion calcio en el interior del RS (Casg) en funcion del tiempo para un BCL de
350 ms.

Las Figuras 5.6 y 5.7 muestran las mismas graficas que la Figura 5.5 pero con periodos de estimulaciéon
distintos: 500 ms y 1000 ms, respectivamente. En ambos casos se puede contemplar que para el PA (Figura
5.6 (a) y Figura 5.7 (a)), no hay diferencia significativa entre el modelo matematico que incorpora las
mitocondrias, en color verde, y el modelo que no las incluye, en color rojo. No obstante, se puede observar
claramente que la concentracién de calcio en funcién del tiempo en el interior de la célula (Cai) y en el reticulo
sarcoplasmatico (Casg) si muestran desigualdades entre los dos modelos. El Ca; lo contemplamos en la Figura
5.6 (b) y en la Figura 5.7 (b), y por otro lado, el Casg lo vemos en la Figura 5.6 (c) y en la Figura 5.7 (c).

5.2.2. Consecuencias de la alteracion de corriente idnicas en el PA y en el transitorio intracelular de calcio

En este apartado veremos una serie de simulaciones en condiciones distintas a las de control, con la finalidad
de simular posibles mutaciones que pudiera tener la célula, la influencia de determinados farmacos sobre
corrientes idnicas o también factores como podrian ser enfermedades cardiacas o la edad. No solo se alterd
a la célula solo por estos motivos, sino también para estudiar las posibles consecuencias en el transitorio de
calcio en el interior de la célula, al incorporar la mitocondria en el modelo matematico de cardiomiocito de
conejo cuando la célula no se encuentra en condiciones de control.

Todas estas simulaciones han sido ejecutadas para tres periodos de estimulacion distintos: 350 ms, 500 ms
y 1000 ms, o, lo que es lo mismo, a frecuencias de aproximadamente 3.33 Hz, 2 Hz y 1 Hz. Se utilizaron dos
valores de BCL adicionales, aparte del ya establecido en el modelo original [Ainhoa 2017a] (BCL = 500 ms), el
cual suponia una mayor estabilidad para el modelo, con el objetivo de analizar las posibles diferencias en el
transitorio de calcio, al usar periodos de estimulacion distintos que podrian ser menos estables.

El criterio seguido para poder establecer unas condiciones diferentes a las del control fue, como bien se ha
detallado en apartados anteriores, incorporar distintos factores multiplicadores en cada una de las corrientes
de la célula. Estas son: la corriente idnica de los canales de sodio, Ins; la corriente idnica del intercambiador
NCX, Inaca; la corriente idnica correspondiente a la bomba Na*/K* Ink; la corriente idnica de los canales de
calcio de tipo L, lca; la corriente idnica referente a los canales de calcio de tipo P, Icap; la corriente idnica de
potasio saliente transitoria, lo; las tres corrientes idnicas correspondientes a los canales de potasio (lkr, lks ¥
lx1); la corriente idnica de calcio Ca*? referente al canal de liberacidn de calcio del RS (RyR), jreisy; Y finalmente
la corriente iénica de calcio de la bomba SERCA del SR, joumpsk-
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Para las once corrientes anteriormente nombradas, se utilizaron los mismos nueve factores multiplicativos:
un factor de multiplicacién de valor uno (x1), para simular la célula en condiciones de control (corriente al
100% de su amplitud); un factor de bloqueo de un 95% (x0.05), que simula la ausencia casi completa de una
cierta corriente idnica de la célula debido, por ejemplo, al efecto bloqueante de un farmaco o a ujna mutacién
gue suprima completamente (“knock-out”) la proteina; un factor de bloqueo de un 75% (x0.25), de un 50%
(x0.5) y de un 25% (x0.75), con el fin de simular el bloqueo parcial de la corriente por un farmaco y/o una
mutacidén heterocigdtica y/o de sub-expresidn del canal; un factor de incremento de un 125% (x1.25), de un
150% (x1.5) y de un 175% (x1.75), que simule una intensificacion debida a un farmaco potenciador y/o a una
mutacion que suponga una sobre-expresion del canal, y, por ultimo, un factor potenciador de un 200% (x2),
con la finalidad de duplicar la actividad de una determinada corriente iénica por las razones antedichas.

Ademas, para las dos corrientes idnicas referentes a la mitocondria, luni_mit ¥ Incx_mit, S€ usaron dos factores
de multiplicacion: un factor de valor uno (x1), con el objetivo de introducir las ecuaciones correspondientes
a la mitocondria y que ambas corrientes actien en condiciones de control, es decir, al 100% de su capacidad;
y un factor de valor 0 (x0), para anular estas dos corrientes y asi obtener un modelo que no incorpore la
dindmica de la mitocondria. Asi, ha sido posible obtener una serie de simulaciones incorporando la
mitocondria (modelo ConMito) y sin incorporarla (modelo SinMito), cuyos resultados se describen a
continuacion.

Consecuencias de alterar la corriente ionica Inaca

Con el propdsito de caracterizar las simulaciones que se han ejecutado alterando las once corrientes con los
mismos multiplicadores, se optd por la corriente Inaca (intercambiador sodio-calcio o NCX) para ejemplificar
de la forma mas representativa posible la influencia que tienen las corrientes idnicas sobre el transitorio de
Ca*? en el cardiomiocito. Fue esta corriente la elegida ya que es la principal via de salida del ion calcio hacia
fuera de la célula.
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Figura 5.8: representacion grdfica en funcion del tiempo del potencial de accidn, de la concentracion de calcio
libre en el citoplasma, de la concentracion de calcio libre en el interior de la mitocondria y de la concentracion
de calcio libre en el reticulo sarcoplasmdtico, con un periodo de estimulacién de 350 ms. En la grdfica (a)

contemplamos el PA, en la (b) el Ca,, en la (c) el Camiry en la (d) el Cass.
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Figura 5.9: representacion grdfica en funcion del tiempo del PA, de la concentracion de calcio libre en el
interior de la célula (citoplasma), de la concentracion de calcio libre en la mitocondria y de la concentracion
de calcio libre en el reticulo sarcoplasmdtico, usando un periodo de estimulacion de 500 ms. En la grdfica (a)
apreciamos el PA, en la (b) el Ca;, en la (c) el Camiry finalmente en la (d) el Cass.
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Figura 5.10: representacion grdfica en funcion del tiempo del potencial de accion, de la concentracion de
calcio libre en el citoplasma, de la concentracion de calcio libre en el interior de la mitocondria y de la
concentracion de calcio libre en el reticulo sarcoplasmadtico, utilizando un periodo de estimulacion de 1000
ms. En la grdfica (a) vemos el PA, en la (b) el Ca,, en la (c) el Camity por tltimo en la (d) el Casg.

En la Figura 5.8 se puede contemplar, para un periodo de estimulaciéon de 350 ms, la evolucion en funcidn
del tiempo del potencial de accién, PA (Figura 5.8 (a)), de la concentracidn del ion Ca*2 libre en el citoplasma,
Ca; (Figura 5.8 (b)), de la concentracién de Ca*? en el interior de la mitocondria, Camit (Figura 5.8 (c)) y la
concentracién del ion Ca*? en el RS, Casz (Figura 5.8 (d)). Se ha optado por estas cuatro variables para
representarlas aqui con fines de ejemplo, ya que son las mas relevantes en el analisis de este Trabajo Final
de Master. Por un lado, se contempla una simulacidon en condiciones de control para cada una de estas
variables (PA, Cai, Camit Yy Casr), en color verde. Por otro lado, lo que podemos apreciar son otras dos
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simulaciones que representan las consecuencias derivadas de haber alterado la corriente Inaca mediante el
factor de multiplicacién que mas la reduce (x0.05), en color azul, y el multiplicador que mas la incrementa
(x2), en color rojo.

De la primera gréfica de la Figura 5.8, (a), podemos concluir, por una parte, que cuando se produce un
bloqueo del 95% de la corriente idnica Inaca, €l tiempo que dura el potencial de accidon se reduce de manera
significativa. Esto se traduce en que la fase caracteristica de los cardiomiocitos de repolarizacién mantenida
desaparece y que, por tanto, resulta en una repolarizacién de mayor rapidez. Sin embargo, al duplicar la
capacidad de la corriente Inaca, €l potencial de accidén dura un poco de mds tiempo, pero con menor relevancia
que en el caso de multiplicar la corriente por 0.05 y causar una mayor duracion. En cuanto a las otras tres
graficas ((b), (c) y (d) de la Figura 5.8), podemos observar claramente un incremento relevante del ion Ca*?
en el citoplasma, en las mitocondrias y en el RS, aunque mas pronunciado en los dos primeros, cuando se
genera un bloqueo del 95% en la corriente Inaca. No obstante, cuando se multiplica la capacidad de dicha
corriente con un valor de 2, se genera una pequefia disminucién de la concentracién de Ca*? en funcién del
tiempo en el citoplasma, en el interior de la mitocondria y en el reticulo sarcoplasmatico.

Referente a la Figura 5.9 podemos ver, utilizando un periodo de estimulacién de 500 ms, una representacion
grafica en funcion del tiempo del PA (Figura 5.9 (a)), de la Ca;(Figura 5.9 (b)), de la Camit (Figura 5.9 (c)), y de
la Casg (Figura 5.9 (d)). Al igual que en la Figura 5.8, en cada variable de cada grafica, observamos una
simulacidon en condiciones normales coloreada de verde, y otras dos con la corriente que atraviesa el
intercambiador NCX..rc alterada. Una simulacién, en azul, se corresponde con el cardiomiocito alterado,
debido a un factor que multiplica la corriente Inaca por 0.05, y la otra, coloreada de rojo, se refiere a la célula
fuera de control por haber duplicado la corriente idnica del intercambiador Na*/Ca*2.

En el caso de un BCL de 500 ms (Figura 5.9), podemos sacar las mismas conclusiones que en la Figura 5.8.
Mediante el bloqueo del 95% que casi anula la corriente que atraviesa el intercambiador NCXsarc, Se genera
una reduccidn de gran relevancia en el tiempo que dura el potencial de accién (Figura 5.9 (a)), y esto se
traduce en que la repolarizacién presenta una mayor rapidez. Por el contrario, al multiplicar por un valor de
2 la actividad correspondiente a la corriente idnica Inaca, S€ produce un pequefio incremento en la duracién
del PA, aunque menos relevante que cuando disminuye dicha duracién al anular casi del todo dicha corriente.
En las otras tres graficas ((a), (b) y (c)) de la Figura 5.9, referentes al Ca;, Camit y Casg, respectivamente, también
se puede apreciar una influencia significativa sobre estas tres variables cuando se produce un bloqueo de la
corriente idnica Inaca Un 95%. Bajo esta condicidon, se produce un acrecentamiento de la concentracidén del
calcio en el citoplasma, en el interior de la mitocondria y en el reticulo sarcoplasmatico, aunque teniendo en
cuento en el Ultimo (Casg) dicho incremento es menos pronunciado. De forma contraria, cuando la célula se
encuentra fuera de control por una duplicacién de la corriente que atraviesa el intercambiador Na*/Ca*?, las
tres concentraciones en funcion de tiempo (Ca;, Camit Y Casr) se ven disminuidas, pero no de una forma muy
significativa.

En cuanto a la Figura 5.10, se representa para un periodo de estimulacién de 1000 ms la evolucidn en funcién
del tiempo de cuatro variables: la primera (Figura 5.10 (a)), se corresponde con el PA; la segunda (Figura 5.10
(b)), se refiere a la concentracidon de Ca*? libre en la matriz citoplasmaética, Ca;; la tercera (Figura 5.10 (c)), es
correspondida con el Ca*? libre de la mitocondria, Cami; y por Ultimo, la cuarta variable (Figura 5.10 (d)), se
refiere al Ca*? libre en el interior del RS. Igual que ocurre en las dos anteriores figuras (Figura 5.8 y Figura
5.9), se contemplan tres simulaciones distintas en cada una de las cuatro variables. La simulacién de color
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verde se corresponde con el cardiomiocito en condiciones normales, sin ninguna alteracion; la coloreada en
azul se refiere al cardiomiocito fuera de control por un bloqueo de la corriente que atraviesa el
intercambiador NCXsarc (Inaca); ¥ finalmente, la simulacion coloreada en rojo se corresponde también con el
cardiomiocito fuera de condiciones normales por un factor potenciador que multiplica a Inaca por 2.

Diferencias entre el modelo ConMito y el modelo SinMito con la corriente que atraviesa el NCX (Iyaca)

alterada

A continuacidn, se presentan una serie de graficas que hacen referencia a simulaciones de la célula muscular
cardiaca y que implican a las cuatro variables anteriormente nombradas. Lo que podremos analizar aqui ser3,
cuando el cardiomiocito no se encuentra en condiciones de control, la diferencia existente entre el modelo
matematico que si incluye las ecuaciones correspondientes a la mitocondria, modelo ConMito, y el modelo

qgue no dispone de dichas ecuaciones, modelo SinMito.
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Figura 5.11: evolucién en funcién del tiempo del potencial de accién, de la concentracién de Ca*? libre en la
matriz citoplasmdtica, y de la concentracion de este mismo ion libre en el interior de la mitocondria y del
reticulo sarcoplasmdtico. Se usa un periodo de estimulacion de 350 ms. La primera grdfica (a) muestra el PA,

la segunda (b) el Ca,, la tercera (c) el Cams, y la cuarta (d) el Casg.
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Figura 5.12: representacion grdfica en funcion del tiempo (usando un periodo de estimulacién de 500 ms) del
famoso potencial de accidn, y de la concentracidn de calcio libre en el espacio intracelular llamado citoplasma,
la (d) el Casr.

en la mitocondria y en el reticulo sarcoplasmdtico. La grdfica (a) presenta el PA, la (b) el Ca;, la (c) el Cami, y
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Figura 5.13: representacion grdfica en funcion del tiempo de cuatro variables: el potencial de accion, la
concentracion de calcio libre en la matriz citoplasmdtica, la concentracion de dicho ion libre en el interior del
orgdnico llamado mitocondria, y la concentracion de este mismo ion libre dentro del reticulo sarcoplasmadtico.
Se utiliza en este caso un periodo de estimulacion de 1000 ms. En la primera grdfica (a) vemos el PA, en la
segunda (b) el Ca,, en la tercera (c) el Camit y en la cuarta (d) en Case.

En la Figura 5.11 se puede contemplar, mediante el uso de un periodo de estimulacién de 350 ms, la
representacién en funcion del tiempo del PA (Figura 5.11 (a)), del Ca; (Figura 5.11 (b)), del Camit (Figura 5.11
(c)), y del Casr (Figura 5.11 (d)). En cada una de estas variables, que han sido escogidas por ser las que mas
nos interesan en este Trabajo Final de Master, se visualizan cuatro simulaciones: una en color magenta,
correspondiente al modelo SinMito y con un estado de la célula fuera de control por un factor de reduccion
de la actividad de la corriente Inaca del 95%; otra coloreada de verde, referente al modelo ConMito bajo las
mismas condiciones de alteracidn que la simulacidn rosa; otra coloreada de rojo, correspondiente con el
modelo SinMito y con un estado del cardiomiocito alterado debido a un factor que potencia la corriente del
NCX;arc al doble; y por ultimo, una simulacidn coloreada de azul referida al modelo ConMito bajo las mismas
condiciones que la que aparece en color rojo. Por tanto, las conclusiones que podemos sacar de esta figura
serdn las diferencias que hay en cada una de las variables, entre los dos modelos (SinMito y ConMito) con la
corriente del intercambiador Na*/Ca*? alterada por un lado con factor que la multplica por 0.05 y por otro
lado, con un factor que la multiplica por 2.

Usando un BCL de 350 ms, al alterar la corriente Inaca tanto con un bloqueante del 95% como con un
potenciador del 200% (Figura 5.11 (a)), las diferentes entre el modelo con mitocondria y sin mitocondria son
nulas, como se ha observado anteriormente en la Figura 5.5 (a). Afirmamos por tanto que las corrientes
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pertenecientes a la mitocondria no varian de manera significativa el PA cuando la célula no se encuentra en
condiciones normales.

Por otro lado, en la Figura 5.11 (b), vemos que el hecho de multiplicar por un valor de 2 la corriente del
intercambiador NCX tampoco supone una diferencia significativa entre ambos modelos. Bajo estas
condiciones por tanto al usar el modelo sin mitocondria, el Ca; disminuye de la misma manera que con el
modelo con mitocondria, el cual se detalld en la Figura 5.8 (b). Sin embargo, al multiplicar la corriente Iyaca
por un valor de 0.05, si que se observan diferencias entre el modelo sin mitocondria y con ella, apreciandose
en el primero un pico correspondiente a la concentracidn de calcio mas alto.

Por ultimo, en las Figuras 5.11(c) y (d) se observan, respectivamente, las concentraciones de calcio en el
reticulo sarcoplasmico y en la mitocondria, observdandose en el primer caso como la presencia de
mitocondrias en el modelo altera de manera muy significativa la concentracidon de calcio en el reticulo
sarcoplasmico.

En la Figura 5.12 se puede observar, para un periodo de estimulacién de 500 ms, la evolucién en funcién del
tiempo del PA (Figura 5.12 (a)), del Ca; (Figura 5.12 (b)), del Cami (Figura 5.12 (c)), y del Casg (Figura 5.12 (d)).
Lo que apreciamos es exactamente los mismo que en la Figura 5.11: cuatro simulaciones en cada variable. La
simulacion de color magenta representa las consecuencias que hay en el modelo SinMito debido a la
aplicacién de un factor reductor del 95% en la corriente Inaca. La simulacion de color verde ensefia, bajo las
mismas condiciones de alteracidn del cardiomiocito, las consecuencias que hay sobre el modelo ConMito. La
coloreada de rojo muestra la influencia sobre el modelo SinMito por el hecho de haber alterado la corriente
gue atraviesa el NCXare por un factor potenciador de valor 2, y por ultimo la simulacion coloreada de azul,
representa las consecuencias existentes en el modelo ConMito, manteniendo el mismo estado del
cardiomiocito que en la simulacidn roja.

El hecho de usar un periodo de estimulacién de 500 ms produce las mismas consecuencias que con un BCL
de 350 ms (Figura 5.11). En un estado de la célula en el que el NCX actue solo al 5% de su capacidad, las
diferencias sobre el PA entre el modelo que no incluye la dindmica de la mitocondria y el que si que la incluye
son nulas. Lo mismo ocurre al doblar la amplitud del NCX. Esto lo vemos en la Figura 5.12 (a).

En cuanto al calcio libre en el citosol (Figura 5.12 (b)), si se incorpora un factor multiplicativo de 0.05 en la
corriente Inaca, Si que se observa una pequefia diferencia entre ambos modelos. Vemos que en un transitorio
de calcio libre intracelular el pico de concentracidn mas alto (en el comienzo del PA) se corresponde con el
modelo matematico que no incorpora la corriente mitocondrial. Sin embargo, al doblar la amplitud de la
corriente del intercambiador Na*/Ca*?, no existe ninguna diferencia entre los dos modelos.

En cuanto a la Figura 5.13 podemos apreciar, mediante el uso de un BCL de 1000 ms, una representacién
grafica en funcion del tiempo de las mismas variables que las dos figuras anteriores: el PA (Figura 5.13 (a)),
el Ca; (Figura 5.13 (b)), el Camit (Figura 5.13 (c)), y el Casg (Figura 5.13 (d)). En cada grafica vemos: una
simulacidn coloreada de rosa que representa al cardiomiocito en un estado fuera de condiciones normales
(corriente Inaca multiplicada por 0.05), usando el modelo SinMito; otra simulacién en verde que hace
referencia a la fibra muscular en el mismo estado que la simulacion rosa, pero utilizando el modelo ConMito;
una tercera simulacidn coloreada de rojo, que también se corresponde con la célula en un estado alterado
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(corriente Inaca multiplicada por 2) utilizando el modelo SinMito; y finalmente, otra simulacion (color azul)
representando al cardiomiocito en estado fuera de control (Inaca por 2) usando el modelo ConMito.

5.2.3. Consecuencias de la alteracion de corriente ionicas en los biomarcadores del calcio

Como bien se ha comentado en el apartado 4.1.6 de este Trabajo Fin de Master, los biomarcadores
preclinicos de calcio pueden obtenerse mediante el médulo Ca_measures cuando se haya ejecutado una
simulacion completa con el modelo de potencial de accidn. Esto se debe a que al terminar la simulacién se
obtiene la concentracion de calcio libre en el citoplasma en funcién del tiempo, siendo esa funciéon el
parametro de entrada del Ca_measures.

Mediante la obtencién de los biomarcadores preclinicos de calcio (CaS, CaD, CaTTP y CaTD80) ha sido posible
sacar conclusiones acerca del comportamiento eléctrico del cardiomiocito bajo distintos estados de la célula.
Los cuatro biomarcadores han sido detallados en el punto 4.1.6 del presente trabajo.

Para obtener las simulaciones que siguen se ha utilizado toda la potencia del software de automatizacién y
procesamiento de resultados mariana. De este modo, se han podido llevar a cabo de manera sistematica y
sin que se requiera la intervencion del usuario cientos de simulaciones que han conducido a la obtencién
automatica, por parte del propio software, de los valores de los biomarcadores de calcio. Sin embargo, en el
desarrollo del software tuvieron que excluirse aquellas simulaciones en las que, debido a lo extremo de las
modificaciones introducidas en las corrientes idnicas (factores multiplicativos), la simulacién conduce (de
manera realista, y no errénea) a potenciales de accidon y/o transitorios de calcio (o ausencia de los mismos)
anémalos que imposibilitan el calculo de los biomarcadores citados. Algunos de estos casos se explicitan en
los parrafos que siguen.

Bajo ciertas condiciones extremas de la célula, como multiplicar la corriente Ica. (canales de calcio de tipo L)
por un valor de 0.05 o de 2 no se consiguen obtener resultados que permitan obtener valores de
biomarcadores de calcio. Por un lado, la razén es que al aplicar un bloqueo casi del 100% en dicha corriente,
en el comienzo del potencial de accién no se produce la entrada de calcio en el citoplasma y por tanto, los
canales de Ca?* del reticulo sarcoplasmatico no se abren. La principal consecuencia ante esta situacion es que
la entrada de calcio en el citosol no se considera suficiente, ya que gran cantidad de dicho ion proviene del
RS. Afirmamos por tanto que en este estado de la célula no tiene lugar un transitorio de calcio, y por ello esta
condicién se ha excluido del algoritmo de automatizacién. Por otro lado, también se ha eliminado el estado
de la célula en el que la corriente Ica se encontraba duplicada, ya que lo que se genera en este caso es una
entrada excesiva de Ca®* hacia el medio intracelular.

Otro estado extremo de la célula, como aplicar un factor de bloqueo en la corriente In, del 95% (x0.05), ha
provocado la no obtencidn de resultados. En este caso en concreto el motivo ha sido que al disminuir tanto
la capacidad de esta corriente (canal de Na* dependiente de voltaje), no ha entrado el suficiente sodio en el
citoplasma para que tenga lugar la despolarizacidn y por tanto no ha podido generarse el potencial de accidn.
De esta manera, bajo una condicién if se ha decidido eliminar este estado de la célula.

Existe otra situacion del cardiomiocito en la que no se obtiene una simulacién representativa, y es cuando se
aplica un factor potenciador de 2 en la corriente Ix;. Lo que ocurre es que al doblar esta corriente como no
tienen lugar los transitorios de potencial del sarcolema, el potencial de accidn no se genera y por tanto,
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tampoco el transitorio del ion Ca%*. La corriente lx; es muy importante en el correcto funcionamiento de la
fase de reposo previa al potencial de accién y en la fase final de la repolarizacién, ya que es la responsable
de especificar en qué momento finaliza dicho periodo. Se trata de un flujo de potasio hacia el medio
extracelular que repolariza a la fibra muscular cardiaca hasta que se alcanza el potencial de reposo (potencial
previo a la despolarizacidn de la membrana plasmatica). Al no causar problemas a la hora de ejecutar las
simulaciones, no ha sido necesario eliminar esta condicién del algoritmo.

Podemos afirmar por tanto que todas las situaciones en las que la simulacién ha sido no representativa
pueden explicarse de forma racional. Mientras no se obtenga una simulacién valida diremos que la célula
(cardiomiocito) se encuentra en un estado extremo y totalmente anormal.

A continuacidn, se presentan una serie de graficas que muestran los valores de los cuatro biomarcadores de
calcio (CaS, CaD, CaTD80y CaTTP) en funcién del factor multiplicativo de las once corrientes idnicas alteradas,
con valores correspondientes al modelo sin mitocondrias y al modelo con mitocondrias, y todo ello para los
tres periodos de estimulacién (1000 ms, 500 ms y 300 ms) ensayados.

Biomarcador Cas$ para tres periodos de estimulacion: 350, 500 y 1000 ms
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Figura 5.14: Representacion grdfica de la influencia que hay sobre el biomarcador CaS al alterar las once

corrientes, con un BCL de 350 ms. Diferencias entre el modelo ConMito y SinMito.
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Figura 5.15: Representacion grdfica de las consecuencias sobre el biomarcador CaS al alterar las once
corrientes, con un BCL de 500 ms. Diferencias entre el modelo ConMito y SinMito.
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Figura 5.16: Representacion grdfica de las consecuencias sobre el biomarcador CaS al alterar las once

corrientes, con un BCL de 1000 ms. Diferencias entre el modelo ConMito y SinMito.
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Figura 5.17: Representacion grdfica de las consecuencias sobre el biomarcador CaD al alterar las once
corrientes, con un BCL de 350 ms. Diferencias entre el modelo ConMito y SinMito.
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Figura 5.18: Representacion grdfica de las consecuencias sobre el biomarcador CaD al alterar las once
corrientes, con un BCL de 500 ms. Diferencias entre el modelo ConMito y SinMito.
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Figura 5.19: Representacion grdfica de las consecuencias sobre el biomarcador CaD al alterar las once

(c)

corrientes, con un BCL de 1000 ms. Diferencias entre el modelo ConMito y SinMito.
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Figura 5.20: Representacion grdfica de las consecuencias sobre el biomarcador CaTTP al alterar las once
corrientes, con un BCL de 350 ms. Diferencias entre el modelo ConMito y SinMito.
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Figura 5.21: Representacion grdfica de las consecuencias sobre el biomarcador CaTTP al alterar las once

corrientes, con un BCL de 500 ms. Diferencias entre el modelo ConMito y SinMito.
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Figura 5.22: Representacion grdfica de las consecuencias sobre el biomarcador CaTTP al alterar las once
corrientes, con un BCL de 1000 ms. Diferencias entre el modelo ConMito y SinMito.
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Figura 5.23: Representacion grdfica de las consecuencias sobre el biomarcador CaTD80 al alterar las once
corrientes, con un BCL de 350 ms. Diferencias entre el modelo ConMito y SinMito.
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Figura 5.24: Representacion grdfica de las consecuencias sobre el biomarcador CaTD80 al alterar las once
corrientes, con un BCL de 500 ms. Diferencias entre el modelo ConMito y SinMito.
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Figura 5.25: Representacion grdfica de las consecuencias sobre el biomarcador CaTD80 al alterar las once
corrientes, con un BCL de 1000 ms. Diferencias entre el modelo ConMito y SinMito.

Las graficas representadas anteriormente (de la Figura 5.14 a la Figura 5.25), muestran para cada BCL, la
variacién de cada biomarcador preclinico de calcio en funcién de la alteracién de cada corriente con cada
factor multiplicativo. Por un lado, en el eje de las X quedan representados los nueve factores multiplicativos
(aplicados a cada una de las once corrientes), incluyendo control, y se ordenan de menor a mayor. Por otro
lado, en el eje de las Y, queda representado el biomarcador en cuestién.

Al realizar un analisis de cada curva (correspondiente a la combinacién de un biomarcador en concreto, un
periodo de estimulacién, y una corriente multiplicada por cada factor) podemos obtener el nivel de
sensibilidad que presenta el biomarcador en cuestidn respecto a la corriente idnica alterada. En caso de que
la curva tenga una pendiente positiva, se puede deducir que a medida que se aumenta la amplitud de la
corriente, el biomarcador va incrementando su valor. Sin embargo, cuando la curva presenta una pendiente
negativa, se concluye que al aumentar la amplitud de la corriente idnica el biomarcador va disminuyendo su
valor. Ademas, si la curva se caracteriza por tener una pendiente muy pronunciada, el biomarcador en
cuestion presentara una elevada sensibilidad a la corriente. Por el contrario, si la curva no posee pendiente
0 esta es muy pequenia, se concluye que la variacidon de la amplitud de una determinada corriente no influye
de manera significativa al biomarcador de calcio intracelular.

Asi mismo, en cada una de las graficas quedan representadas dos curvas para cada corriente: una para el
modelo ConMito y otra para el modelo SinMito. Esto posibilita una cuantificacion del error entre ambas
curvas, es decir, qué influencia tiene el hecho de incorporar la dindmica de la mitocondria en el modelo
matematico de PA sobre el biomarcador de calcio en cuestién.

Asi, analizando las figuras Figura 5.14, Figura 5.17, Figura 5.20 y Figura 5.23, correspondientes a un periodo
de estimulacion de 350 ms, se puede concluir que las corrientes lks, Ik1, Ina, Icap lto, ¥ jreisr S€ caracterizan por
presentar una curva apenas sin pendiente, por tanto, no tienen una influencia significativa sobre los cuatro
biomarcadores de Ca**. Lo mismo ocurre para un BCL de 500 ms (Figura 5.15, Figura 5.18, Figura 5. 21y
Figura 5.24) y de 1000 ms (Figura 5.16, Figura 5.19, Figura 5.22 y Figura 5.25). No obstante, para dos de estas
corrientes donde no se aprecia una gran pendiente, existen algunos casos concretos de alteracién donde se
ve claramente que si hay una influencia significativa sobre tres de los biomarcadores. Se ha observado por
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un lado que usando cualquiera de los tres BCLs el bloqueo casi completo (x0.05) de la amplitud de la corriente
jreisr SI que influye sobre el biomarcador CaTTP (Figura 5.20 (a), Figura 5.21 (a) y Figura 5.22 (a)). Por otro
lado, puede apreciarse que con cualquiera de los tres periodos de estimulacién, la potenciacion (x1.5, x1.75
y x2) de la amplitud de la corriente Ik si afecta a los biomarcadores Ca$S (Figura 5.14 (c), Figura 5.15 (c), y
Figura 5.16 (c)) y CaTD80 (Figura 5.23 (c), Figura 5.24 (c), y Figura 5.25 (c)).

Respecto a la corriente Inaca (NCX), podemos deducir que mediante un periodo de estimulacidon de 350 ms o
de 500 ms, la curva no presenta ninguna pendiente para el biomarcador CaTD80 (Figura 5.23 (a) y Figura 5.24
(a), respectivamente). Sin embargo, usando un BCL de 1000 ms la curva posee una pendiente positiva,
aunque no muy pronunciada. Por tanto, en este caso en concreto podemos afirmar que a medida que se
aumenta la amplitud del intercambiador Na*/Ca?, el valor del CaTD80 se va incrementando (Figura 5.25 (a)).
Esta misma corriente afecta significativamente y practicamente igual (utilizando cualquiera de los tres BCLs)
sobre los biomarcadores CaS, CaD y CaTTP, incrementando su valor cuando se genera un bloqueo de dicha
corriente de un 95%. Ademas, con un bloqueo del 75% de |a Inaca, l0os biomarcadores CaS y CaTTP también
incrementan su valor. Este efecto significativo sobre el CaS, CaD y CaTTP lo observamos en las figuras Figura
5.14 (a), Figura 5.15 (a), Figura 5.16 (a), Figura 5.17 (a), Figura 5.18 (a), Figura 5.19 (a), Figura 5.20 (a), Figura
5.21 (a) y Figura 5.22 (a).

En cuanto a la corriente lca (canal de calcio de tipo L), su curva posee una pendiente positiva para el
biomarcador CaD, usando un BCL de 350 ms (Figura 5.17 (a)), 500 ms (Figura 5.18 (a)) o 1000 ms (Figura 5.19
(a)). Lo mismo ocurre para el biomarcador CaS, pero con una pendiente incluso mas pronunciada (Figura 5.14
(a), Figura 5.15 (a) y Figura 5.16 (a)). Por tanto, podemos deducir que al aumentar la amplitud del canal de
tipo L, ambos biomarcadores aumentan su valor. No obstante, se puede observar en la Figura 5.14 (a) que al
potenciar la corriente idnica (lcal) un 75% para un BCL de 350, el biomarcador CaS disminuye su valor.
Respecto al CaTTP, su sensibilidad a esta corriente es distinta a los otros tres biomarcadores de calcio.
Utilizando cualquiera de los tres periodos de estimulacién, dicho biomarcador se incrementa de manera
significativa tanto al reducir la capacidad de la corriente un 75% (x0.25), un 50% (x0.5) o un 25% (x0.75),
como al aumentarla un 50% o un 75%. Lo vemos en la Figura 5.20 (b), Figura 5.21 (b) y Figura 5.22 (b).

La corriente joumpss del RS (SERCA) influye sobre los cuatro biomarcadores de una forma muy parecida y para
los tres BCLs (primera grafica de la Figura 5.14 a la Figura 5.25). Cuando se le aplican factores bloqueantes
(x0.05, x0.25, x0.5, x0.75), el valor de los biomarcadores se incrementa; sin embargo, al aplicar factores
potenciadores el valor de éstos disminuye. Asi, la curva presenta una pendiente negativa, mas pronunciada
para los factores de potenciacidon que para los bloqueantes, y en concreto mas aun para el biomarcador
CaTTP. Para todos estos casos destacamos una excepcidn, y es que para un BCL de 1000 ms la pendiente de
la curva correspondiente a los factores de reduccidn es positiva para el CaS, aunque no de forma significativa
(primera grafica de la Figura 5.16).

Para el caso de la corriente Ik, la curva posee una pendiente negativa sobre el biomarcador CaS, usando
cualquiera de los tres periodos de estimulacion establecidos (Figura 5.14 (c), Figura 5.15 (c) y Figura 5.16 (c)).
Para el CaTTP, podemos observar en la Figura 5.20 (c) y Figura 5.21 (c) que tanto con factores de potenciacion
como con factores bloqueantes el biomarcador aumenta su valor (a un BCL de 350 ms y de 500 ms); no
obstante, para un BCL de 1000 ms (Figura 5.22 (c)) la curva presenta una pendiente positiva. Por ultimo, la
influencia de esta corriente sobre el CaD y CaTD80 al bloquearla un 95% provoca un incremento, aunque no
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muy significativo de ambos biomarcadores mediante el uso de cualquier BCL, apreciable en la tercera grafica
de la Figura 5.17, Figura 5.18, Figura 5.19, Figura 5.23, Figura 5.24 y Figura 5.25.

Finalmente, la corriente Inax presenta una curva con pendiente negativa para el biomarcador CaS, bajo
cualquiera de los tres tiempos entre estimulos establecidos (Figura 5.14 (b), Figura 5.15 (b) y Figura 5.16 (b)).
Ademads, para el CaD y el CaTD80, con un BCL de 350 ms o de 500 ms, la pendiente de la curva también es
negativa pero menos pronunciada (Figura 5.17 (b), Figura 5.18 (b), Figura 5.23 (b) y Figura 5.24 (b)). Por tanto,
concluimos que estos tres biomarcadores van incrementando su valor a medida que la amplitud de la
corriente idnica va aumentando. Por otro lado, como bien se aprecia en la Figura 5.20 (b) y en la Figura 5.21
(b), al aplicar factores que disminuyen o aumentan la corriente Inak, €l biomarcador de calcio CaTTP se ve
incrementado usando un BCL de 350 ms o de 500 ms, al igual que ocurria con la corriente Ik, Sin embargo,
con un periodo de estimulacién de 1000 ms lo que se obtiene es una curva con pendiente positiva (Figura
5.22 (b)).

5.2.4. Andlisis de sensibilidad

Error porcentual del modelo SinMito en relacion al modelo ConMito con los factores de adaptacion
mitocondriales en su valor nominal

En el anterior apartado se ha realizado un analisis acerca del efecto sobre cada biomarcador de calcio al
variar la amplitud de cada corriente iénica tanto con factores bloqueantes como con potenciadores. Una vez
obtenidas todas las simulaciones requeridas en este Trabajo Final de Master se pretende cuantificar,
mediante un analisis de sensibilidad, el error relativo cometido por el modelo de potencial de accion de
Shannon y otros [Shannon y otros, 2004] al no tener en cuenta la dindmica de las mitocondrias bajo distintos
estados de las células correspondientes a aumentos o disminuciones de las principales corrientes idnicas.
Para la obtencion de valores numéricos que indiquen el grado de error del modelo SinMito se ha utilizado la
ecuacion del error relativo que vemos a continuacion (ecuacién (23)):

Ea = Valor verdadero — Valor aproximado (22)

Eq

E, = (23)

Valor yerdadero
E,=E,x 100 (24)

El parametro E, es el error absoluto, y representa la resta entre el valor considerado como verdadero (Valor
verdadero)y el valor que se aproxima al real (Valor aproximado), siendo las unidades de este error las mismas
que las de ambos valores. El resultado por tanto podrd ser negativo o positivo, en funcién de si la
aproximacion a la realidad es mayor o menor que el valor considerado real. Por otro lado, el error relativo,
E,, se corresponde con el cociente entre el error absoluto y el valor real. Al multiplicar el error relativo por
un valor de 100 lo que se obtiene es dicho error en tanto por cien (%), el cual queda representado como E,
(error porcentual) en la ecuacion (24).

En el presente trabajo, el Valor verdadero representa los valores de la matriz de biomarcadores obtenida a
través del software que si incluye la dinamica por parte de la mitocondria [Asensio Orts, 2017], y por tanto
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el Valor aproximado se corresponde con la matriz de biomarcadores obtenida mediante el modelo de
Shannon y otros [Shannon y otros, 2014]. Asi, la diferencia entre ambas matrices proporciona el error
absoluto cometido por el modelo SinMito respecto del modelo ConMito, cuantificAndose ademas el error

porcentual utilizando la ecuacion (24).

A continuacion, se muestran una serie de graficas donde quedan representados los distintos errores relativos
porcentuales cometidos por el modelo SinMito. Como ya se ha comentado en apartados anteriores, cada
una de las once corrientes ha sido multiplicada por nueve factores distintos, y dicha variacion de la corriente
en cuestion influye sobre los biomarcadores preclinicos de calcio (CaS, CaD, CaTTP y CaTD80) de forma
distinta para los dos modelos (ConMito y SinMito).
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Figura 5.26: Representacion grdfica del error relativo en tanto por cien (error porcentual) cometido por el
modelo SinMito (modelo aproximado) respecto al modelo ConMito (modelo verdadero) sobre el biomarcador
CaS. La grdfica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y las (c) y (d) con un BCL

de 1000 ms.
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Figura 5.27: Representacion grdfica del error relativo en tanto por cien (error porcentual) cometido por el

modelo SinMito respecto al modelo ConMito sobre el biomarcador CaD. La grdfica (a) se corresponde con un
BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL de 1000 ms.
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Figura 5.28: Representacion grdfica del error relativo en tanto por cien (error porcentual) cometido por el
modelo SinMito (valor aproximado) respecto al modelo ConMito (valor verdadero) sobre el biomarcador
CaTTP. La grdfica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL de

1000 ms.
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Figura 5.29: Representacion grdfica del error relativo en tanto por cien (error porcentual) cometido por el
modelo SinMito (valor aproximado) respecto al modelo ConMito (valor verdadero) sobre el biomarcador
CaTD&O0. La grdfica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL
de 1000 ms.

Se han representados las mismas corrientes (Inaca, lcat Y joumpsr) para los biomarcadores CaS, CaD y CaTD80
porque al variar su amplitud mediante los distintos factores de multiplicacidn usando el modelo ConMito y
SinMito, y calcular el porcentaje de error entre ambos modelos, se ha concluido que son las que mayor
influencia presentan sobre estos tres parametros. En la Figura 5.26 podemos apreciar el porcentaje de error
(Ev) al alterar estas corrientes idnicas por parte del modelo de Shannon y otros [Shannon y otros, 2004] sobre
el CaS. Para un bloqueo del 95% de la corriente del intercambiador NCX vemos que el error porcentual varia
entre los tres tiempos de estimulos: con un periodo de estimulacion de 350 ms el error es del 11.1% en valor
absoluto (Figura 5.26 (a)); y con uno de 500 ms vemos que el error relativo en porcentaje es del 8.9% en valor
absoluto (Figura 5.26 (b)). Podemos destacar también un error en porcentaje cometido sobre el CaS por el
modelo SinMito al variar la amplitud de las corrientes joumpsr, por la actuacion de la bomba SERCA en el RS,
Inak, pOr la actuacion de la bomba sodio-potasio del sarcolema, e Ik, por la apertura de los canales de potasio
rapidos.
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Por otro lado, en la Figura 5.27 se ve un efecto significativo sobre el biomarcador de calcio CaD, ya que al
disminuir la amplitud de la corriente Inacaen un 5% (x0.05). Con un BCL de 350 ms el error del modelo SinMito
respecto al modelo ConMito (valor considera real) sobre dicho pardmetro es del 13.8% (Figura 5.27 (a), con
un BCL de 500 ms del 12.2% (Figura 5.27 (b)) y con un periodo de estimulacion de 1000 ms el error es del
50.2% (Figura 5.27 (c)). La bomba SERCA del RS también presenta una influencia significativa, ya que el error
relativo en porcentaje (E,) por parte del modelo de Shannon y otros [Shannon y otros, 2004] al no incluir las
mitocondrias es del 4.1% (BCL de 350 ms), 4.9% (BCL de 500 ms) y 5.2% (BCL de 1000 ms), cuando se divide
por 2 dicha corriente. Al bloquearla un 95% también se generan errores porcentuales significativos: 3.1%,
4.1% y 5.2% para un periodo de estimulaciéon de 350 ms, 500 ms y 1000 ms, respectivamente. Asi mismo,
destacamos un error del 6.2% al multiplicar la corriente por 0.25 con un BCL de 1000 ms. Concluimos por
tanto que con factores bloqueantes aplicados a la corriente joumpsr, €l error por parte del modelo SinMito es
significativo sobre el CaD.

En esta misma figura (Figura 5.27), se puede apreciar también un error cometido por el modelo SinMito
respecto al modelo verdadero (ConMito), cuando se aplican factores potenciadores en la corriente que
atraviesa los canales de calcio de tipo L (lca). El mayor error observado es del 46.7% para una frecuencia de
3.33 Hz, del 11.9% para una frecuencia de 2 Hz y del 8.2% para una frecuencia de 1 Hz. Estos tres porcentajes
de error se han encontrado al verse la corriente lc,. potenciada por un factor del 75%. También se han
obtenido errores significativos aplicando otros factores de aumento como multiplicar la corriente por 1.25y
por 1.5. A su vez destacamos que para este parametro de calcio el error relativo en porcentaje por parte del
modelo SinMito es del 7% (BCL de 350 ms) y del 4.2% (BCL de 500 ms) cuando el cardiomiocito se encuentra
en condiciones de control, es decir, con ninguna corriente idnica alterada. Lo vemos en la Figura 5.27 (a) y en
la Figura 5.27 (b).

En cuanto a la Figura 5.28, podemos apreciar que cuanto mas error relativo en tanto por cien comete el
modelo que no incluye la mitocondria, es cuando la amplitud de la corriente del intercambiador NCX
disminuye. Con una reduccion de dicha amplitud debida a un factor multilicador de valor 0.05, los errores
(en valor absoluto) que se han obtenido son del 22.2% con una frecuencia de 3.33 Hz, del 20.3% con una
frecuencia de 2 Hz y del 19.3% con una frecuencia de 1 Hz. Con todos los demas factores de bloqueo también
se han encontrado errores significativos, destacando los errores al bloquear la Inaca Un 75%: un error del 9.1%
con un BCL de 350 ms, uno del 11.7% con un BCL de 500 ms y uno de 13.5% para un BCL de 1000 ms. Los
errores porcentuales mas significativos encontrados han sido cuando esta corriente se ha visto alterada por
factores de disminucidn, no obstante, con factores de aumento también se han obtenido errores.

En esta misma figura (Figura 5.28) pueden apreciarse errores porcentuales significativos por parte del modelo
SinMito al reducir la corriente joumpsr. LOS errores mas grandes (en valor absoluto) han sido con un factor
multiplicativo de valor 0.25: un 9.6% para una frecuencia de 3.33 Hz, un 12.5% para una frecuencia de 2 Hz
y un 19.2% para una frecuencia de 1 Hz. No obstante, también se han observado errores significativos,
aunque menores, con factores de aumento aplicados a la corriente de la bomba SERCA del RS. Ademas,
también se han encontrado errores significativos al variar la corriente jrisr tanto con factores bloqueantes
como con potenciadores. Para un BCL de 500 ms se ha encontrado un error del 7.6%, en valor absoluto, al
duplicar dicha corriente, y para un BCL de 1000 ms el mayor error encontrado ha sido del también al doblar
dicha corriente, siendo este de un 5.6%. Para este ultimo periodo de estimulacién también se ha encontrado
un error porcentual significativo del 4.1%, al bloquear la corriente un 95%. Asi mismo, para un BCL de 350
ms el mayor error obtenido ha sido del 5.2% al aumentar la amplitud de la corriente un 25%. Para los tres
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periodos de estimulacién se han encontrado errores significativos tanto con factores de disminucién como
con factores de aumento.

Por ultimo, en la Figura 5.29 se observa un error porcentual (en valor absoluto) cometido por el modelo
SinMito sobre el parametro CaTD80 al aumentar un 75% la corriente de los canales de calcio de tipo L: 3.7%
y 8.2%, para unas frecuencias de 2 Hz y 1 Hz, respectivamente. Estos tres errores son los mads altos para cada
uno de los BCLs, pero aplicando otros factores potenciadores (x1.25, x1.5) también se observan diferencias
significativas entre ambos modelos sobre el CaTTP, para un BCL de 500 ms y de 1000 ms. Sin embargo, al
disminuir la amplitud de la corriente lca. en un 25% con un BCL de 1000 ms, el error por parte del modelo de
Shannon y otros [Shannon y otros, 2004] ha sido de un 3.7% en valor absoluto. Otra corriente iénica que al
verse modificada ha supuesto un error relativo en tanto por cien significativo entre los dos modelos ha sido
la del intercambiador NCX. Al multiplicar esta corriente por un valor de 0.05, se han obtenido los errores
porcentuales mas elevados respecto a otros factores multiplicativos: un 3% con un BCL de 350 ms, y un 4.6%
con un BCL de 500 ms, en valor absoluto (Figura 5.29 (a), Figura 5.29 (b)). También se aprecian errores usando
cualquiera de los tres BCLs propuestos con otros factores bloqueantes y con factores de potenciacidn.

Al aplicar factores de disminucién en la amplitud de la corriente joumpsr €l modelo original que no incorpora
la mitocondria presenta errores porcentuales significativos. El mayor encontrado usando una frecuencia de
2 Hz ha sido de un 3.3% al bloquear esta corriente del RS un 75%, mientras que con una frecuencia de 1 Hz
el error ha sido de un 5% al dividirla por un valor de 2. Sin embargo, con una frecuencia de 3.33 Hz los errores
han sido menores al aplicar factores de bloqueo sobre la corriente de la bomba SERCA, siendo el maximo de
un 2.1% al reducirla a la mitad de su capacidad.

Error porcentual del modelo SinMito sobre el modelo ConMito con los factores de adaptacion
mitocondriales duplicados
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Figura 5.30: Representacion grdfica del error relativo en tanto por cien (error porcentual) cometido por el
modelo SinMito (valor aproximado) respecto al modelo ConMito con los factores de adaptacion
mitocondriales duplicados, sobre el biomarcador CaS. La grdfica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la
(b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL de 1000 ms.
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Figura 5.31: Representacion grdfica del error porcentual cometido por el modelo SinMito respecto al modelo
ConMito con los factores de adaptaciéon mitocondriales duplicados, sobre el biomarcador CaD. La grdfica (a)
se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL de 1000 ms.
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Figura 5.32: Representacion grdfica del error relativo en tanto por cien (error porcentual) cometido por el
modelo SinMito (valor aproximado) respecto al modelo ConMito con los factores de adaptacion
mitocondriales duplicados, sobre el biomarcador CaTTP. La grdfica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms,
la (b) con uno de 500 ms y la (c) con uno de 1000 ms.
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Figura 5.33: Representacion grdfica del error porcentual cometido por el modelo SinMito respecto al modelo
ConMiito con los factores de adaptacion mitocondriales duplicados, sobre el biomarcador CaTD80. La grdfica
(a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL de 1000 ms.

Al realizar una comparativa entre el modelo original sin mitocondria [Shannon y otros, 2004] y el modelo con
mitocondria duplicando los valores de los factores de adaptacidn mitocondriales, se ha podido observar que
la diferencia entre ambos modelos es similar al error cometido por el modelo SinMito [Shannon y otros,
2004] sobre el modelo ConMito con los factores adaptativos de la mitocondria en condiciones de control. En
la Figura 5.30 un error relativo en tanto por cien significativo encontrado ha del 4% (en valor absoluto) al
bloquear la corriente del intercambiador NCX un 75%, para un BCL de 350 ms. La alteracidn de la corriente
de la bomba SERCA en este caso ha generado errores en menor medida. Con otra frecuencia de estimulacion
(500 ms), los mayores errores observados también han sido con un factor bloqueante (en este caso del 95%)
en la corriente Inaca (22.8%, en valor absoluto) y con un factor potenciador (x1.75) en la corriente Ica (10%,
en valor absoluto). Se debe destacar que para esta frecuencia la corriente joumpsg ha presentado errores mas
altos que con un BCL de 350 ms, como por ejemplo un 3.9% (en valor absoluto) al multiplicar dicha corriente
por un valor de 0.05. Usando un tiempo entre estimulos de 1000 ms se ha encontrado un error significativo
del 9.3% al aumentar la amplitud de la corriente Ica. un 75%; y un error, auque menor, del 3.6% al disminuir
la corriente joumpsr UN 95%.

Sobre el biomarcador CaD (Figura 5.31) también se han observado errores significativos en los tres tiempos
de estimulacion. Usando un BCL de 350 ms y aplicando un factor de disminucion (95%) en el intercambiador
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NCX el error cometido por el modelo sin mitocondria [Shannon y otros, 2004] ha sido del 84.8%. Por otro
lado, alterando la amplitud de la corriente Ica. con un factor de potenciacién (75%), el error ha sido del 15.1%.
En este caso, el error porcentual ha ido aumentando cada vez mas con factores multiplicativos de mayor
valor. Por otro lado, tanto el aumento como la disminucidn de la corriente joumpsr, ha provocado errores
significativos: un 7.1% (corriente multiplicada por 0.75) y un 5.9% (corriente multiplicada por 1.25). Para otra
frecuencia (500 ms) los mayores errores han sido bajo las mismas condiciones celulares que para un BCL de
350 ms: un 15.6% al aplicar un factor de bloqueo del 95% en la corriente Inaca ¥ Un 15.8% al aplicar un factor
potenciador del 75% sobre la corriente de los canales de calcio de tipo L, generandose un error cada vez mas
grande con factores multiplicativos mayores en esta ultima corriente. También se ha encontrado un error
significativo del 8.8% al dividir por un valor de 2 la amplitud de la bomba SERCA del RS. Del mismo modo que
para estas dos frecuencias de estimulacion, para un BCL de 1000 ms los mayores errores porcentuales
observados han sido por un lado bloquenado la corriente del intercambiador NCX un 95%, por otro lado,
aumentando la corriente lca. un 75%, y por dltimo disminuyendo la corriente joumpsr-

Respecto al biomarcador CaTTP (Figura 5.32), se han observado errores significativos en los tres tiempos de
estimulacion al variar la amplitud de las corrientes Inaca, jreisr ¥ jpumpsr. Para un BCL de 350 ms, los mayores
errores al disminuir la corriente del intercambiador NCX han sido del 30.3% y del 20.4%, aplicando factores
de multiplicacién de valor 0.05 y 0.25, respectivamente. Los erores al variar la amplitud de la corriente jreisr
han sido del 38.7% (x0.05), del 10.5% (x1.75) y del 9.4% (x2), y al aplicar un factor reductor del 50% sobre la
bomba SERCA del RS, el error por parte del modelo Sin Mito [Shannon y otros, 2004] ha sido del 16.2%. Bajo
frecuencias de 2 Hz y 1 Hz, los mayores errores relativos en tanto por cien se han observado también bajo
las mimas condiciones que con u BCL de 350 ms, excepto al aplicar un factor de disminucién del 95% sobre

la corriente jreisr.

Finalmente, como se puede apreciar en la Figura 5.33, el modelo SinMito [Shannon y otros, 2004] ha comito
errores significativos sobre el biomarcador CaTD80. Para un BCL de 350 ms, disminuyendo la corriente del
intercabiador NCX en un 5%, el error ha sido del 14.6%; y aplicando factores de multiplicacién (bloqueantes
o de aumento) sobre la corriente de la bomba SERCA, los errores han sido menos significativos, por ejemplo,
de un 2.3% al multiplicar esta corriente por 1.25. Usando una frecuencia de estimulacidn de 500 ms, también
se han observado errores significativos al variar las corrientes Inaca, lcat ¥ joumpsr. Con factores multiplicativos
de 0.5y de 1.25 sobre el intercambiador NCX, los errores han sido de un 5.1%y de un 5.1%, respectivamente;
con un factor de disminucién de un 25% sobre la corriente Ic.. el error ha sido de un 5.4%; y también con un
factor de bloqueo de un 25% pero sobre la corriente joumpsg, €l error ha sido de un 4.2%. Finalmente, para un
BCL de 1000 ms se ha observado un error significativo del 78.9% al disminuir la amplitud del intercambiador
NCX un 95%; un error del 7.3% al disminuir la corriente de la bomba SERCA del RS un 50%; y unos errores del
6.2% vy del 6.1% al aumentar la corriente Ica. un 25% y un 50%, respectivamente. Con factores de potenciacion
aplicados en esta ultima corriente los errores han sido mayores que para factores de bloqueo.

Error porcentual del modelo SinMito sobre el modelo ConMito con los factores de adaptacion
mitocondriales reducidos a la mitad
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Figura 5.34: Representacion grdfica del error relativo en porcentaje cometido por el modelo SinMito respecto
al modelo ConMito con los factores de adaptacion mitocondriales reducidos a la mitad, sobre el biomarcador
CaS. La grdfica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL de
1000 ms.
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Figura 5.34: Representacion grdfica del error porcentual cometido por el modelo SinMito respecto al modelo
ConMiito con los factores de adaptacion mitocondriales reducidos a la mitad, sobre el biomarcador CaD. La
grdfica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL de 1000 ms.
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Figura 5.35: Representacion grdfica del error relativo en porcentaje cometido por el modelo SinMito respecto

al modelo ConMito con los factores de adaptacion mitocondriales reducidos a la mitad, sobre el biomarcador

CaTTP. La grdfica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL de

1000 ms.
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Figura 5.36: Representacion grdfica del error porcentual cometido por el modelo SinMito respecto al modelo
ConMiito con los factores de adaptacion mitocondriales reducidos a la mitad, sobre el biomarcador CaTD&O0.
La grdfica (a) se corresponde con un BCL de 350 ms, la (b) con un BCL de 500 ms y la (c) con un BCL de 1000

ms.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

Los objetivos definidos para el presente trabajo han sido el disefo y la implementacién de un software de
simulacion y analisis de resultados basado en un algoritmo que facilite la ejecucién de multiples simulaciones
de un modelo matemdtico de potencial de accién bajo distintos periodos de estimulacién y de factores
multiplicativos aplicados a las once corrientes idnicas presentes en el modelo.

Una vez desarrollado el software de automatizacion y analisis de resultados, se pudo realizar la verificacion
del modelo matemadtico ajustado propuesto por Ainhoa Asensio [Asensio Orts, 2017] [Asensio y Ferrero,
2017a] [Asensio y Ferrero, 2017b] mediante un andlisis de sensibilidad exhaustivo y teniendo en cuenta que
los factores de adaptacidn mitocondriales pudieran tener cierta variabilidad. Para facilitar todo ello, se
desarrolld una interfaz de usuario que permitié analizar y visualizar los resultados para poder analizar y
comparar entre el modelo original de Shannon y otros [Shannon y otros, 2004] que no incorpora la dindmica
por parte de la mitocondria y el modelo ajustado que si la incorpora (considerando los factores adaptativos
de la corriente mitocondrial en condiciones de control, multiplicados por dos y divididos por dos). Se obtuvo
también el error relativo en tanto por cien, cometido por el modelo original sin mitocondria al no tener en
cuenta distintos estados de la célula (corrientes idnicas alteradas) que pudieran simular tanto la influencia
de farmacos como posibles mutaciones en el cardiomiocito.

Mediante un andlisis exhaustivo de las distintas simulaciones realizadas, se pudo concluir que el mayor error
porcentual por parte del modelo matematico SinMito sobre el biomarcador CaS ocurrié al alterar la corriente
ionica Inaca con un periodo de estimulacidon de 350 ms y de 500 ms, y de la corriente de los canales de calcio
(IcaL) con BCL del 500 ms y 1000 ms. Por otro lado, sobre el biomarcador CaD se obtuvieron errores relativos
significativos al disminuir la amplitud de la corriente Inaca y @l aumentar la corriente Ica, con una frecuencia
de 3 Hz, de 2 Hz y de 1 Hz. También se observaron errores significativos sobre este biomarcador al alterar la
corriente de la bomba SERCA del RS (jpumpsr)-

En cuanto al biomarcador CaTTP, se apreciaron errores porcentuales significativos del modelo sin
mitocondria sobre el modelo considero verdadero (con mitocondria), al bloquear la corriente del
intercambiador NCX un 95% y utilizando cualquiera de las tres frecuencias de estimulacién ensayadas en este
trabajo. Asi mismo, bajo condiciones de potenciacidn de la amplitud de esta corriente también se observaron
errores significativos, aunque menores, para las tres frecuencias anteriormente mencionadas. Se obtuvieron
diferencias significativas también entre ambos modelos, con una frecuencia de 3 Hz, de 2 Hz y de 1 Hz, al
variar la corriente jrisg mas por parte de factores de aumento que de disminucién, aunque estos ultimos
también provocaron errores.

Respecto al biomarcador CaTD80, se pudo apreciar errores de error relativo significativos en tanto por cien
al disminuir la corriente Inaca €n un 5% en los tiempos de estimulacién 350 y 500 ms. Ademas, al potenciar
la corriente de los canales de calcio de tipo L un 75%, se aprecié un error significativo por parte del modelo
SinMito, para un BCL de 1000 ms. Bajo estas mismas condiciones, sobre las otras dos frecuencias de
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estimulacion consideradas en este trabajo (350 ms y 500 ms) también se observé un error, siendo mayor
con una frecuencia de 2 Hz. Por ultimo, al aplicar factores de multiplicacion en la corriente joumpsk también
se apreciaron errores cometidos por parte del modelo original de potencial de accién que no incorpora la
dinamica mitocondrial [Shannon y otros, 2004], sobre el modelo matematico propuesto por Ainhoa Asensio
en su TFG [Asensio Orts, 2017], utilizando cualquiera de los tres BCLs. Se debe destacar que mayor error
observado sobre este biomarcador (CaTD80) al variar la amplitud de la bomba SERCA del RS fue utilizando
un tiempo entre estimulos de 1000 ms y un factor multiplicativo de valor 0.5.
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CAPITULO 7. LINEAS DE TRABAJO FUTURAS

El disefio y desarrollo del algoritmo de automatizacién llevado a cabo en este Trabajo Fin de Master ha
permitido la verificacién del modelo planteado por Ainhoa Asensio en su TFG [Asensio Orts, 2017] [Asensio
y Ferrero, 2017a] [Asensio y Ferrero, 2017b] mediante la ejecucién de multiples simulaciones de potencial
de accidon de forma sistematica. Ademas, ha sido posible ampliar el andlisis afiadiendo mas condiciones de
frecuencia de estimulacion y de factores multiplicativos de corrientes idnicas, con la finalidad de simular
posibles intervenciones farmacoldgicas y efectos de mutaciones en los genes.

Al realizar un analisis mas exhaustivo, ha sido posible cuantificar mas errores significativos cometidos por el
modelo original de Shannon y otros [Shannon y otros, 2004] de los ya encontrados por Ainhoa Asensio en su
TFG [Asensio Orts, 2017]. Por esta razén, seria posible iniciar otros estudios sistematizados en modelos
matemadticos de potencial de accién que no incorporen las ecuaciones correspondientes a la mitocondria
para asi obtener posibles diferencias significativas debidas a la ausencia de las mitocondrias.

Por ello, resultaria de gran interés ampliar este modelo de automatizacion de ejecuciones de simulaciones y
analisis, con el objetivo de poder aplicarlo a otros modelos de potencial de accidén de otras especies animales,
como por ejemplo el de perro [Decker y otros, 2009] o el de humano [Ten Tusscher y otros, 2004],
ajustandolos previamente de forma que incorporen la dindmica de la mitocondria.

Por ultimo, para una mejora del andlisis seria conveniente introducir en el modelo ajustado tanto nuevas
corrientes mitocondriales como la sintesis intramitocondrial de ATP.
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1. OBJETIVO

Esta parte del presente trabajo detalla el presupuesto elaborado acerca proyecto. Para ello, se ha llevado a
cabo un estudio econdmico valorando los costes del personal, del software y del hardware.

2. PRESUPUESTO DETALLADO
2.1. Costes de personal

El coste de personal es basicamente el supuesto salario de la mano de obra que ha llevado a cabo el proyecto,
teniendo en cuenta la cuota patronal y el valor actual del IVA. Dicho coste ha sido el mas elevado de los tres,
ya que no se ha necesitado un alto gasto ni en el sofware ni en el hardware. Para la elaboracién del proyecto
se ha requerido una ingeniera biomédica que se ha encargado de la busqueda bibliografica, del disefo e
implementacion tanto del algoritmo como de la interfaz grafica, y de un analisis exhaustivo de los resultados
obtenidos. En la Tabla 2.1 puede apreciarse de forma detallada el gasto de personal, calculado a través del
coste unitario y del nimero de horas invertidas en el proyecto. Como bien observamos, la totalidad del gasto
ha sido de treinta y dos mil novecientos ochenta y ocho euros (32,988€).

COSTES DE PERSONAL

Numero de cosiE Cuota Coste

Perfil Tareas horas CESE TEUiED @ patronal imputable

trabajadas unitario sin cuota (37.45%) total
patronal

Busqueda
bibliografica,
disefio, 450h 40€/hora 18,000€ 6,741€ 24,741€
implementacion
y analisis

Ingeniera
biomédica

Planteamiento
del trabajo y
objetivos,
direccion del 50h 40€/hora 2,000€ 749€ 2,749€
trabajo,
correccion de
los textos

Doctor ingeniero
industriales

Planteamiento

Ingeniera de de abjetivos,
9 direccion del

telecomunicacione . 50h 40€/hora 2,000€ 749€ 2,749€
s trabajo,

correccion de
los textos
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Planteamiento

de objetivos,
Ingeniera direccién del
biomédica trabajo, 50h 40€/hora 2,000€ 749€ 2,749€
correccion de
los textos
TOTAL 32,988€

*Segun el Colegio Oficial de Ingenieros Industriales de la Comunidad Valenciana (COIICV), los honorarios correspondientes a un ingeniero tienen un
valor de 40 euros por hora, y la cuota patronal es del 37.45%.

Tabla 2.1: Costes de personal referentes al proyecto. Contiene el perfil; las tareas que van a realizarse; el
numero de horas trabajadas; el coste por hora trabajada; el coste imputable sin incluir la cuota patronal; la
cuota patronal; y el coste imputable en su totalidad.

2.2. Costes de software

En este Trabajo Fin de Master han sido requeridas algunas licencias de software: la herramienta Matlab
R2017b, el sistema operativo macOS High Sierra (v10.13.1) y Microsoft Office (versidn para hogar y
estudiantes). En la Tabla 2.2 podemos observar mas al detalle tanto el gasto del software (con IVA incluido),
como una pequefia descripcidn y justificacion de éste. La totalidad del gasto ha sido de dos mil quinientos
sesenta y nueve euros (2,569€).

COSTES DE SOFTWARE
Coste total L, Coste Coste
. . ; Duracion , . P .
Software licencia Numero de de lo Periodo imputable IVA Descripcion y imputable
(IVA no licencias licencia de uso (IVA no (21%) Jjustificacion total (IVA
incluido) incluido) incluido)
Matlab es una
herramienta
que ha sido
utilizado para
desarrollar el
Matlab - )
Eo01b 2,000€ 1 Indefinida 9 meses 2,000€ 420€ algoritmo de 2,420€
automatizacio
ne
implementar
la interfaz
grdfica
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Sistema
operativo
macOS High 0€
Sierra
10.13.1

Microsoft
Office
version
hogary
estudiantes
2016

123.14 €

1

1

Indefinida 9 meses

Indefinida 9 meses

TOTAL

0€

123.14 €

macOs High
Sierra
(v10.13.1) es
un sistema
operativo de
Apple. Se

0€

encarga del
control del
hardware y
sofware del
ordenador
(Mac).

Microsoft
Office ofrece
programas

25.86€ como Word,

Excel,
PowerPoint,
etc.

0€

149€

2,569€

Tabla 2.2: Costes de sofware. Contiene el software que se ha usado en el proyecto; el coste total de la licencia
sin incluir el IVA; el numero de licencias; la duracion de la licencia; el periodo de uso en el proyecto; el coste
imputable sin incluir el IVA; el valor actual del IVA; la descripcion y justificacion del software; y el coste

imputable total incluyendo el IVA.

2.3. Costes del hardware

Para la elaboracidon del proyecto Unicamente se ha necesitado un ordenador portatil (MacBook Air), el propio
del autor. En la tabla 2.3 vemos el coste del hardware (con IVA incluido), asi como una pequefia descripcion
y justificacion de mismo. La totalidad del gasto ha sido de mil noventa y ocho con 99 euros (1,098.99€).

Coste
total del
Hardware equipo
(IVA no
incluido)

Unidades

COSTES DE HARDWARE
Coste
Periodo de Periodo imputable
amortizacion de uso (IVA no
incluido)

Descripcion
IVA (21%) . p ”y
justificacion

Coste
imputable
(IVA
incluido)
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Ordenador
portatil
MacBook Air
Procesador:
1,6 GHz Intel
Core i5
Memoria: 8
GB 1600
MHz DDR3

868.2€ 1 3 anos 9 meses 868.2€ 230.79€ . 1,098.99€
Disco de

Ordenador
portatil

arranque:
Macintosh
HD
Grdficos:
Intel HD
Graphics
6000 1536
MB

TOTAL 1.098,99€

Tabla 2.3: Costes de hardware. Contiene el hardware que se ha usado en el proyecto; el periodo durante el
cual ha sido amortizado desde su compra; el periodo de tiempo que se ha utilizado el hardware en el proyecto;

el coste imputable sin incluir el IVA; el actual valor del IVA; la descripcion y justificacion del equipo; y el coste
imputable incluyendo el IVA.

3. RESUMEN DEL PRESUPUESTO

Los costes totales del personal, del software y del hardware se muestran en la Tabla 3.1, asi como la suma
de los tres, que se corresponde con el coste total del proyecto (con IVA y cuota patronal incluidos). Este ha
sido de treinta y seis mil seiscientos cincuenta y cinco con 99 euros (36,655.99€).

RESUMEN DEL PRESUPUESTO (IVA y cuotra patronal incluidos)

Costes de personal 32,988€

Costes de sofware 2,569€
Costes de hardware 1,098.99€

COSTES TOTALES 36,655.99€
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Desarrollo de un software para la simulacién computacional de la influencia de las mitocondrias en la
dinamica intracelular de calcio en cardiomiocitos

Tabla 3.1: Resumen del presupuesto. Contiene los costes totales del personal, del software y del
hardware, y los totales correspondientes a la suma de los tres.
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