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Resumen

La hipertension es una de las enfermedades asociadas a la disfuncion del musculo liso mas
comunes, con una elevada prevalencia en Espafia y numerosos factores de riesgo asociados. Con
el fin de comprender los mecanismos subyacentes a este trastorno, se busca realizar un estudio
multidisciplinar acerca de los cambios experimentados en la dindmica del musculo liso vascular.
Ya se ha demostrado el aumento en las resistencias vasculares y en la presion arterial en aquellos
que padecen hipertension, pero atin se desconocen con precision los procesos que ocurren a nivel
celular para contribuir a su desarrollo. Actualmente, la mayoria de los estudios realizados en este
ambito involucran modelos animales, generalmente especies de rata y de ratén, simulando
experimentos en el laboratorio. Sin embargo, esto supone un proceso muy delicado, costoso y en
ocasiones incierto. Ademas, en este entorno contribuyen numerosas condiciones no facilmente
controlables, lo que impide plantear hipdtesis prometedoras, ya que no se pueden tener en cuenta
todos los factores que intervienen en el proceso.

En este contexto, surge la necesidad de desarrollar un modelo computacional basado en
ecuaciones diferenciales que permita estudiar aspectos relacionados con la hipertension de
manera segura y agil. Se plantea asi un modelo de célula de musculo liso vascular basado en dos
modelos matematicos desarrollados previamente, empleando en su disefio parametros y
variables extraidos de experimentos con ratas y ratones. Este modelo simulara las condiciones de
una célula completa, asumiendo ciertas simplificaciones y adaptaciones que permitan analizar los
mecanismos de la respuesta contractil durante tiempos suficientemente largos. Asi mismo, se
buscara encontrar relaciones y dependencias entre las variaciones del potencial de membrana y
de la contraccion con algunas variables del modelo, con el fin de modular estas respuestas y
plantear ciertas hipotesis. El objetivo general consistird en reproducir las condiciones reales de
una célula de musculo liso vascular, pudiendo adaptar su comportamiento y comparar los
resultados obtenidos con dos cepas de ratones con las que generalmente se realizan los
experimentos relacionados con la hipertensién: BPN o normotensa y BPH o hipertensa.

A partir del modelo generado se plantean ciertas hipotesis que se comprobaran
computacionalmente mediante diversos protocolos. Entre ellos, se realizard un analisis
exhaustivo de la respuesta contractil y el potencial de membrana y su dependencia con factores
dependientes de cloruro, como su concentracién intracelular y la permeabilidad de sus canales
dependientes de calcio. Los resultados se compararan con los extraidos de experimentos reales,
asf como se plantearan nuevas hipotesis con el fin de ser testadas en futuras investigaciones. Se
demostrara la eficacia del modelo para reproducir situaciones reales a niveles cualitativos y
cuantitativos, asi como se comentaran las limitaciones encontradas en su desarrollo, junto a los
aspectos de la realidad que no se han logrado simular correctamente. En definitiva, se pretende
resaltar la importancia de modelos de este calibre en la investigacidn cientifica actual, siendo de
gran utilidad para plantear nuevas dianas que contribuyan en el diagndstico y tratamiento de
enfermedades como la hipertensién.

Palabras clave

Células de musculo liso, Canales i6nicos, Potencial de membrana, Contracciéon, Ecuaciones
diferenciales, Simulacion numérica, Matlab




Abstract

Hypertension is one of the most common diseases associated with smooth muscle dysfunction,
with a high prevalence in Spain and numerous associated risk factors. In order to understand the
mechanisms underlying this disorder, we seek to carry out a multidisciplinar study about the
changes experienced in the dynamics of vascular smooth muscle. The increase in vascular
resistance and blood pressure in patients with hypertension has already been demonstrated, but
the processes that occur at the cellular level and contribute to its development are still unknown.
Currently, most of the studies carried out in this field involve animal models, generally rats and
mice, simulating experiments with them in the laboratory. However, this is a very delicate, costly
and sometimes uncertain process. In addition, numerous conditions that are not easily
controllable contribute to the environment of the lab, which prevents proposing promising
hypotheses, since not all the factors involved in the process can be taken into account.

In this context, the need arises to develop a computational model based on differential
equations that allows the study of aspects related to hypertension in a safe and agile environment.
Thus, a vascular smooth muscle cell model is proposed based on two previously developed
mathematical models, using in its design parameters and variables extracted from experiments
with rats and mice. This model will simulate the conditions of a complete cell, assuming certain
simplifications and making some adaptations that allow the analysis of the mechanisms of the
contractile response for long times. Likewise, it will seek to find relationships and dependencies
between the variations of the membrane potential and the contraction with some variables of the
model, in order to modulate these responses and propose certain hypotheses. The general
objective will consist of reproducing the real conditions of a vascular smooth muscle cell, being
able to adapt its behavior and relate the results obtained with two strains of mice with which
experiments related to hypertension are generally performed: BPN or normotensive and BPH or
hypertensive.

Based on the generated model, certain hypotheses are proposed that will be verified
computationally through the application of various protocols. Among them, an exhaustive
analysis of the contractile response and the membrane potential and its dependence on chloride-
dependent factors will be carried out, especially its intracellular concentration and the chloride
permeability of its calcium-dependent channels. The results obtained will be compared with those
extracted from real experiments, as well as new hypotheses will be proposed in order to be tested
in future lines of research. The effectiveness of the model generated to reproduce real situations
at qualitative and quantitative levels will be demonstrated, as well as the limitations found in its
development will be discussed, together with the aspects that have not been able to be simulated
correctly. In conclusion, it is intended to highlight the importance of this kind of computational
models in current scientific research, being very useful to propose new targets that contribute to
the diagnosis and treatment of diseases such as hypertension.

Keywords

Smooth muscle cells, lonic channels, Membrane potential, Contraction, Diferential equations,
Numeric simulation, Matlab
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Parte 1. Introduccion y conocimientos
previos

Capitulo 1.

Introduccion y contexto

1.1. Contexto y motivacion

El musculo liso (smooth muscle; SM) es considerado un tejido muscular distribuido
principalmente en o6rganos de forma tubular y huecos en su interior, lo que permite el
movimiento direccional de diversos fluidos a la vez que colabora en el mantenimiento de su tono
y forma propios (Frismantiene et al., 2018). Las células del musculo liso vascular (vascular
smooth muscle cells; VSMC), presentan una forma alargada y disponen de una estructura
contractil especifica. Su membrana celular incluye numerosos mecanismos de comunicacion intra
e intercelular y permite recibir estimulos muy diversos que regulan su funcionamiento y
homeostasis. El conjunto de todos ellos logra que las VSMC constituyan el componente principal
en la regulacién de las resistencias periféricas, las cuales afectaran al control de la presion arterial
de los vasos sanguineos (Kapela et al., 2008; Tajada et al., 2012).

Por otra parte, la hipertension constituye el mayor factor de riesgo de enfermedad y de muerte
en Espafia, con una prevalencia en la poblaciéon adulta de entre el 33 y el 43%, teniendo
numerosos factores de riesgo asociados a la misma, como pueden ser la edad, la obesidad o los
antecedentes familiares (Gorostidi et al., 2022). Esta patologia vascular sistémica y crénica cuenta
con presion arterial elevada y un aumento en las resistencias vasculares. Provoca diversos
cambios fisiopatolégicos, dando lugar a una hipertrofia de las VSMC, un aumento de su
contractilidad y un remodelamiento de los vasos sanguineos (Frismantiene et al., 2018), lo que
lleva a definir estas células como principales responsables del desarrollo de la enfermedad.

El estudio de patologias vasculares y su investigacion se realiza actualmente en laboratorios
especializados empleando modelos animales. Sin embargo, la disposicion de modelos
matematicos equivalentes que permitan simular y estudiar sistemas complejos, reproduciendo las
condiciones in vivo o in vitro de manera computacional, in silico, supone un gran avance en el
mundo cientifico. El uso de estos programas interdisciplinares en los que se combinan
conocimientos de ambitos como las matematicas, la fisica, la biologia y la bioquimica reduce la
necesidad de repetir experimentos en el laboratorio cuyo resultado es aparentemente incierto,
pudiendo asi simularlo bajo protocolos matematicos y ajustar los parametros o variables antes de
trasladarlo a un entorno real.
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De esta manera surge la necesidad de realizar el presente trabajo, donde se desarrolla un
modelo computacional en el que se describen los principales componentes de la membrana
celular de VSMC, adaptados para modelos animales basados en datos de rata y de ratén. El
proceso de disefio e implementacion del modelo conlleva una serie de etapas realizadas de
manera iterativa, donde se analizan las caracteristicas basicas a incluir y se adaptan en base a las
hipétesis a comprobar.

1.2. Hipoétesis y objetivos

El desarrollo de este Trabajo de Fin de Grado propone como hipétesis la generacion de un
modelo computacional adaptado para parametros de ratones que permita el estudio de la
dinamica del potencial de membrana y del calcio (Ca2*) en el musculo liso vascular. En base a los
datos conocidos, se combinaran y adaptaran dos modelos ya desarrollados, planteados en Kapela
et al, (2008) y Bennett et al., (2005), ajustando sus ecuaciones y parametros conforme sea
necesario. De esta manera, se pretenden simular distintos experimentos, basados en
estimulaciones farmacolégicas, y comprender las variaciones apreciables en el modelo,
relacionandolas asi con la presencia y desarrollo de la hipertensién. Entre ellas, se busca realizar
un andlisis de los cambios en el potencial de membrana y en la contracciéon ante diferentes
concentraciones de cloruro intracelular, en presencia y en ausencia de cloruro extracelular,
simulando los efectos vistos en modelos animales reales de ratones BPN y BPH. Por otra parte, se
pretende encontrar la relacion de la respuesta contractil con diversos parametros del modelo, con
el fin de modularla y compararla con resultados obtenidos en experimentos reales.

Por estas razones, el objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado consiste en investigar la
dindmica del potencial de membrana y de los mecanismos de contraccion de VSMC. Con este fin,
se procede a desarrollar un modelo computacional adaptado a las caracteristicas fisiolégicas de
ratén que permita simular las condiciones tanto bajo el estado estacionario como ante diversos
protocolos de la manera mas fiel posible a los datos obtenidos en experimentos reales.

Como objetivos especificos podemos destacar los siguientes:

[) Realizar una revisién bibliografica de modelos computacionales enfocados al estudio del
Caz+desarrollados previamente, analizarlos y comprender los requisitos de su disefio.

II) Comprender las bases fisiologicas del musculo liso y sus mecanismos de contraccién, junto
a las bases matematicas de las ecuaciones diferenciales y su aplicabilidad en el disefo y
resolucién de modelos computacionales basados en sistemas biolégicos reales.

[II) Desarrollar un modelo genérico de célula del musculo liso vascular (smooth muscle cell,
SMC) y adaptarlo mediante un ajuste fino de sus parametros o ecuaciones, basdndose en
datos experimentales y simulaciones computacionales. Asi mismo, se busca familiarizarse
con el entorno de programacion de Matlab para la resolucién matematica del sistema
generado.

IV) Ajustar dos submodelos a partir del modelo general, adaptados a dos cepas de ratones
distintas (BPN y BPH), con el fin de analizar las variaciones en su dinamica como
consecuencia de la hipertension.

12
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V) Definir ciertos protocolos que permitan validar el comportamiento del modelo en distintas
situaciones experimentales, incluyendo el andlisis del equilibrio de cada una de sus
variables en el estado estacionario.

VI) Simular sucesivos protocolos de manera precisa y discutir los resultados obtenidos,
comprobando la correspondencia de las respuestas computacionales con las esperadas a
nivel biolégico.

VII) Extraer conclusiones de los resultados obtenidos, identificar sus posibles limitaciones, asi
como futuras lineas de investigacién complementarias.

1.3. Metodologia

El desarrollo del modelo computacional se efectuara en Matlab, basandose principalmente en
dos modelos ya publicados por Kapela et al., 2008 y Bennett et al., 2005. Se tomaran las
ecuaciones diferenciales descritas en dichos modelos, adaptandolas y simplificAndolas en base a
los objetivos descritos. Asi mismo, se prescindira de aquellas ecuaciones o parametros cuya
informacién fisiolégica no resulte relevante para los objetivos propuestos. Los parametros se
tomaran de los modelos especificados en la bibliografia, asi como se describiran otros de manera
experimental.

La manera en la que se construira el modelo completo serd un proceso iterativo, partiendo de
modelos generales a los que se les realizardn cambios de manera progresiva. Tras aplicar
cualquiera de estas modificaciones, resultara fundamental asegurar la estabilidad del modelo y la
correspondencia de las respuestas obtenidas con las reales. Por ello, la propia modelizacién del
sistema ya constituye un objetivo muy ambicioso.

Sobre el modelo final se aplicaran distintos protocolos, enfocados al analisis de aspectos
concretos. No obstante, a pesar de analizar elementos especificos del modelo, se requerira el
sistema de la célula completa para asegurar unas condiciones de simulacién que representen de
manera precisa la situacion fisiolégica en su conjunto. En todo este proceso se debera tener en
cuenta que el fin principal de cualquier modelo de este tipo consiste en ser capaz de representar
un sistema real sobre el que plantear y simular computacionalmente ciertas hipotesis, que
después seran testadas con experimentos reales en el laboratorio.
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Capitulo 2.

Conocimientos previos

2.1. Fundamentos del musculo liso

El musculo liso es uno de los tres tipos principales de tejido muscular del cuerpo humano, junto
con el musculo estriado esquelético y el musculo estriado cardiaco. A diferencia del musculo
estriado, caracterizado por su apariencia rayada bajo el microscopio; el musculo liso tiene una
apariencia lisa y no presenta sus distintivas bandas transversales. El tejido muscular liso se
encuentra en diversas partes del cuerpo, desempefiando funciones vitales en diferentes sistemas.
Podemos observarlo en las paredes de los érganos huecos, como el tubo digestivo, los vasos
sanguineos, los bronquios, el atero y la vejiga urinaria. También se encuentra en estructuras como
los conductos biliares y los conductos deferentes (Frismantiene et al., 2018; Webb, 2003).

Comparado con el musculo estriado esquelético, que controla los movimientos voluntarios del
cuerpo, y el musculo estriado cardiaco, que forma el musculo del corazon y es responsable de su
contraccidn ritmica, el musculo liso tiene caracteristicas Uinicas. Mientras que el musculo estriado
se caracteriza por la presencia de células largas multinucleadas cuya contraccion es voluntaria, el
musculo liso se compone de fibras musculares lisas mas pequefias y fusiformes, con un tnico
nucleo central, que modifican su longitud involuntariamente (Webb, 2003). La Figura (1.A).
muestra una ilustracién de la estructura y disposicién del musculo liso, en el que se incluye un
ejemplo de un corte longitudinal de este tejido.

El musculo liso también se diferencia en su forma de contracciéon. A diferencia del musculo
estriado, que se contrae de manera rapida y voluntaria, el muasculo liso presenta una contraccion
lenta, sostenida y en gran medida involuntaria. Esta contraccion suave y continua es esencial para
el funcionamiento adecuado de diversos drganos y sistemas. Su alta plasticidad permite que
pueda involucrarse en fenémenos fisioldgicos muy diversos, como la regulacion de flujos de aire a
nivel pulmonar, de alimentos en el tracto digestivo o de sangre en las arterias en el caso del
musculo liso vascular (Frismantiene et al., 2018).

Este flujo sanguineo es determinado por el didmetro de los vasos por los que circula, la longitud
de los mismos y la viscosidad de la sangre, siendo estos los tres factores mas importantes a la
hora de controlar la resistencia que presentan los vasos sanguineos. En concreto, basdndonos en
la Ley de Poiseuille, la resistencia del vaso sera inversamente proporcional a su radio elevado a la
cuarta potencia (Touyz et al., 2018). Por ello, cambios de pequefio calibre en el tamafio del vaso
pueden generar variaciones muy grandes en la resistencia de los fluidos que circulan por él.

Los mecanismos presentes en estas células son complejos y estan altamente regulados por una
gran cantidad de factores. Entre ellos encontramos el sistema nervioso autdnomo, responsable
del control de los procesos de origen involuntario del organismo.
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Su componente simpdatico provoca la contracciéon del musculo vascular, la reduccién del
didmetro vascular y el consiguiente aumento de la resistencia y de la presion arterial.

Por el contrario, el sistema parasimpatico provoca el efecto opuesto, causando su relajacion.
Junto a esto, las VSMC pueden ser reguladas por distintos farmacos o sustancias, induciendo
cambios en su estado contractil (Chistiakov et al.,, 2015).

El correcto funcionamiento de todos los mecanismos involucrados en la regulacion del musculo
liso vascular resultara fundamental para la salud cardiovascular, ya que cualquier alteracion de
los mismos podria dar lugar a patologias diversas, desde hipertensién arterial hasta
enfermedades cardiovasculares graves (Chistiakov et al., 2015; Webb, 2003).

2.2. Mecanismos de contraccion del misculo liso

Las VSMC constituyen el componente principal de las paredes de los vasos arteriales, estando
estos compuestos por varias capas concéntricas de las mismas, rodeadas de una capa de células
endoteliales y de la adventicia. Por esta razon, las VSMC cuentan con el sistema contractil propio
de los tejidos musculares lisos, cuyo mecanismo de contraccién es iniciado por calcio y mediado
por los cambios en los filamentos gruesos (Frismantiene et al., 2018; Touyz et al., 2018).

Los filamentos de actina y miosina son los componentes principales de la maquinaria contractil
en el musculo liso, los cuales estdn organizados de manera diferente en comparaciéon con el
musculo estriado. En el musculo liso, los filamentos de actina estan dispersos en todo el
citoplasma y se conectan a las estructuras llamadas cuerpos densos, localizadas cerca de la
membrana celular. Los filamentos de miosina estan intercalados entre los filamentos de actina y
se extienden a lo largo de toda la longitud de la célula muscular lisa. Esta disposicion
desorganizada de los filamentos de actina y miosina es lo que contribuye a la apariencia lisa y no
estriada del musculo liso (Frismantiene et al., 2018).

En este proceso contractil, la concentraciéon de calcio intracelular ([Ca2+];) tiene un papel
fundamental, puesto que un aumento de la misma, producido como respuesta a un estimulo
mecanico, humoral o neurolégico, permite iniciar la contraccién (Miller & Carsten, 1996). A
diferencia del musculo estriado, donde el calcio proviene principalmente del reticulo
sarcoplasmico, en el musculo liso, el calcio puede provenir de diferentes fuentes tanto
intracelulares como extracelulares.

Las fuentes intracelulares de calcio incluyen el reticulo sarcoplasmico y las mitocondrias, las
cuales almacenan calcio en su interior. El reticulo sarcoplasmico del musculo liso suele
considerarse menos desarrollado en comparacién con el musculo estriado, pero aun asi
desempeifia un papel importante en la liberacién de calcio durante la contraccion muscular. Por
otra parte, el calcio extracelular, presente en el liquido intersticial que rodea las células
musculares lisas, también puede ingresar al citoplasma a través de canales de calcio. La
concentraciéon de calcio extracelular es regulada por diversas proteinas y transportadores
presentes en la membrana celular del musculo liso (Camello et al., 2002; Horowitz et al., 1996;
Miller & Carsten, 1996).
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El calcio puede ingresar al citoplasma del musculo liso a través de canales de calcio
dependientes de voltaje o canales activados por receptores. Los canales de calcio dependientes de
voltaje se abren en respuesta a cambios en el potencial de membrana, permitiendo la entrada de
calcio extracelular; mientras que los canales activados por receptores permiten que entre calcio
en respuesta a la uniéon de ciertos ligandos, como hormonas o neurotransmisores (Horowitz et al.,
1996).

Por otra parte, la salida de calcio del citoplasma del musculo liso ocurre principalmente a través
de bombas de calcio (ATPasas de Ca?*), que utilizan la energia del ATP para transportar el calcio
desde el citoplasma hacia el reticulo sarcoplasmico (SERCA) o hacia el espacio extracelular (Ca2*-
ATPasa de la membrana plasmatica) (Webb, 2003).

En este proceso no debemos olvidarnos de la calmodulina, una proteina reguladora presente en
el musculo liso que se une al calcio cuando este ultimo aumenta su concentraciéon en el
citoplasma. La unién del calcio a la calmodulina cambia su estructura, lo que permite que
interactie con diversas proteinas y enzimas de la célula muscular lisa (Webb, 2003; Yang et al,,
2003).

Una vez conocidos los principales componentes que intervienen en el mecanismo de
contraccidn, planteamos a continuacion su funcionamiento, el cual se inicia ante un aumento de la
concentracion citosélica del calcio. Es en este momento cuando se produce su unién a la
calmodulina, formando el complejo ion-proteina que permite activar la quinasa de cadena larga
de la miosina. Esta enzima, a su vez, fosforila la cadena ligera de la miosina, provocando un
cambio en su conformaciéon que permite que quede libre para interactuar con el filamento de
actina. En este punto se unen miosina y actina y, cuando se ha formado el complejo de miosina-
actina, la hidrdlisis de ATP por la miosina genera energia para la contraccidn muscular. La
liberacion de energia provoca un cambio en la conformaciéon de la miosina, lo que a su vez
provoca el deslizamiento de los filamentos de actina a lo largo de los filamentos de miosina (Hai &
Murphy, 1988; Sanders, 2008; Webb, 2003).

Este deslizamiento entre los filamentos en el musculo liso resulta en la generacion de fuerza y
acortamiento del musculo. La magnitud de la fuerza generada y el grado de acortamiento
dependen de la cantidad de calcio disponible, la actividad de la MLCK y otros factores que regulan
la contraccion del musculo liso (Horowitz et al,, 1996). El efecto contrario tiene lugar cuando el
calcio es liberado hacia el espacio extracelular, provocando la relajacion. Para ello, la célula cuenta
con canales ionicos, transportadores y bombas que permiten su salida, reduciendo la
concentracion de [Ca2+];y restaurando las concentraciones basales i6nicas.

La Figura (1.B). ilustra de manera esquematica este proceso. Se muestra la entrada de calcio
(Caz+) desde el liquido extracelular (LEC), junto a su liberacion del reticulo sarcoplasmico (SR).
Una vez en el citosol, Caz* se une a la calmodulina (CM), activando la quinasa de la miosina de
cadena larga (MLCK), que a su vez permite la fosforilacion de la miosina (M). La unién final entre
actina (A) y miosina fosforilada (Mp), permite generar la contraccién.
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Figura 1. Representacion de la estructura celular del miisculo liso y su mecanismo de contraccion.
(1.A). Esquema de la estructura del musculo liso: seccién longitudinal.
(1.B). Diagrama esquemdtico del mecanismo de contraccion de la célula de musculo liso.

2.3. Regulacion de la contraccion del musculo liso

La contraccion del musculo liso estd modulada por una combinacién de factores intrinsecos y
extrinsecos. Los factores intrinsecos incluyen la concentracion de calcio intracelular, la
sensibilidad de los filamentos de actina y miosina a la interaccion y la actividad de las enzimas
regulatorias, como la quinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) y la fosfatasa de la cadena
ligera de miosina (MLCP) (Sanders, 2008).

Los factores extrinsecos son aquellos que provienen del entorno externo al musculo liso y
pueden influir en su contraccién. Estos incluyen hormonas, neurotransmisores, factores quimicos
locales, temperatura y estiramiento mecanico. Estos factores pueden modular la contraccion del
musculo liso al afectar la entrada de calcio y el resto de factores intrinsecos. Por una parte, las
hormonas, como la adrenalina, la oxitocina y la vasopresina, pueden unirse a receptores
especificos en la membrana celular del musculo liso, activando vias de sefializacién intracelular
que resultan en la liberacién de calcio y la contraccion muscular. Por otra parte, los
neurotransmisores, como la acetilcolina y la noradrenalina, transmiten sefiales desde las
neuronas hasta el musculo liso. Estos neurotransmisores se unen a receptores en la membrana
celular del musculo liso, lo que desencadena la apertura de canales de calcio o la liberacién de
calcio desde el reticulo sarcoplasmico, lo que resulta en la contracciéon muscular (Chistiakov et al.,
2015; Webb, 2003).
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Ademas, al estudiar la regulacién de los mecanismos de contracciéon del musculo liso, deberemos
tener en cuenta fenémenos como la despolarizacién y la regulacién del potencial de membrana.
En reposo, el musculo liso tiene un potencial de membrana estable y polarizado. La
despolarizacion de la membrana celular, a menudo causada por la entrada de iones de calcio o la
activacion de canales idnicos, desencadena la contraccion del miusculo liso al aumentar la
concentracion de calcio intracelular. La regulacion del potencial de membrana del musculo liso
estd influenciada por varios factores, como los canales i6nicos y los cambios en la concentracién
de iones como sodio, potasio y calcio. Estos cambios en el potencial de membrana pueden ser
iniciados por sefales eléctricas o quimicas, desencadenando la contraccién del musculo liso
(Horowitz et al., 1996).

En definitiva, el estudio de los mecanismos de contraccién del musculo liso y la regulacion de los
mismos resultara crucial para el desarrollo de nuevos tratamientos y terapias dirigidas a
trastornos en su funcién. Comprender como se regula la contraccién del musculo liso, qué
proteinas y enzimas estdn involucradas, y cdmo se alteran estos mecanismos en presencia de
diferentes enfermedades, puede ayudar a identificar posibles dianas terapéuticas. Un
conocimiento mas profundo de los mecanismos de contracciéon del musculo liso también puede
contribuir a la creacién de farmacos mas selectivos y efectivos que actien sobre los componentes
especificos involucrados en la contraccién muscular. Esto, finalmente puede conducir a terapias
mas eficaces y con menos efectos secundarios.

2.4. Disfuncion del musculo liso: Hipertension

La disfunciéon del musculo liso puede estar asociada con varias enfermedades y trastornos.
Algunas de estas condiciones incluyen trastornos gastrointestinales, como el sindrome del
intestino irritable, la enfermedad inflamatoria intestinal y la gastroparesia. Ademas, el asma, la
hipertensién arterial, la disfuncién eréctil, los calculos biliares y los trastornos uterinos son
ejemplos de condiciones en las que el musculo liso puede presentar anomalias en su contraccién
(Gorostidi et al., 2022).

En condiciones fisioldgicas, las células del musculo liso se contraen con normalidad, ya sea de
forma fasica o ténica, siendo esta segunda indispensable para la regulacién del tono muscular del
vaso y, por tanto, del flujo sanguineo. No obstante, ante condiciones patolégicas como puede ser la
hipertensidn, células altamente diferenciadas toman mayor importancia en el proceso y proceden
a desdiferenciarse. Este cambio provoca que las células expresen niveles bajos de marcadores
contractiles, dando lugar a situaciones de disfuncién vascular y remodelamiento arterial. La
proliferaciéon celular se descontrola debido a la presencia de moléculas de sefalizacion de
crecimiento celular, fibrosis o migracién, generando un ensanchamiento de los vasos sanguineos
y un aumento en su rigidez (Frismantiene et al., 2018; Touyz et al.,, 2018).

De las enfermedades y trastornos comentados, destacamos la hipertensién arterial como una de
las mas importantes debido a su prevalencia y las implicaciones que conlleva en la salud de los
que la padecen. En estos casos, el musculo liso vascular experimenta una contraccién excesiva o
una disfuncién en la relajacion, lo que conduce a un aumento sostenido de la resistencia vascular
y de la presion arterial en el sistema circulatorio (Gorostidi et al., 2022).
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Algunos farmacos utilizados para el tratamiento de la hipertensién, como los bloqueadores de
los canales de calcio o los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA), actian
sobre los mecanismos de contraccién del musculo liso vascular para reducir la resistencia y
normalizar la presion arterial (Gorostidi et al., 2022). Dado que el musculo liso vascular
desempefia un papel clave en la regulacién de la presién arterial, comprender los mecanismos de
contraccion y relajacion de este tejido es fundamental para el desarrollo de estrategias
terapéuticas eficaces en el control de la hipertension.

2.5. Modelizacion de células de musculo liso

Una vez conocidas las bases acerca del musculo liso, sus componentes y sus mecanismos de
contracciéon, podemos preguntarnos cudl es la utilidad de modelar VSMC y cémo podemos
realizarlo. En este contexto, los modelos matematicos computacionales ofrecen una herramienta
poderosa para el estudio de la hipertensién en VSMC de modelos animales. Estas
representaciones permiten simular y analizar de manera precisa los procesos bioldgicos y las
interacciones moleculares involucradas en la regulaciéon del tono vascular y la funcién de las
VSMC.

Mediante la construccion de un modelo matematico que integre los mecanismos clave
implicados en la hipertension, como la regulacion del calcio intracelular, la activaciéon de canales
ionicos y la respuesta contractil de las VSMC, es posible obtener informaciéon valiosa sobre los
mecanismos subyacentes y las alteraciones asociadas con esta enfermedad. De esta manera,
podremos comprender como los cambios en la expresion y actividad de ciertas proteinas, como
los canales idnicos y las bombas de calcio, pueden contribuir al desarrollo y mantenimiento de la
hipertension. Ademas, los modelos computacionales permiten explorar el efecto de diferentes
intervenciones terapéuticas y estrategias de tratamiento en el sistema cardiovascular, lo que
puede ayudar a identificar enfoques mas efectivos y personalizados para el manejo de la
enfermedad.

En este contexto, se pretende modelar un sistema completo de VSMC que explore las hipétesis
planteadas por el grupo de investigacion de ‘Canales i6nicos y fisiopatologia vascular’ del Instituto
de Biologia y Genética Molecular (IBGM), en el que he tenido la oportunidad de realizar las
Practicas de Empresa y colaborar con ellos durante el desarrollo del Trabajo de Fin de Grado. Con
este fin, no solo serd necesario conocer las bases fisioloégicas del musculo liso, sino que se
requieren ciertos conceptos acerca de las ecuaciones diferenciales y su resolucion, los cuales
seran introducidos en el siguiente capitulo.
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Capitulo 3.

Descripcion del problema

3.1. Introducciéon al modelado y simulacion numérica

Una de las principales ventajas de las matematicas en general y de las ecuaciones diferenciales
en concreto es su aplicabilidad a problemas reales, actuando como importantes herramientas en
el disefno y simulaciéon de modelos matematicos. Esta area combina la aplicacién de conceptos
tedricos junto con un proceso de simulaciéon exhaustivo que optimice los procesos y mejore la
calidad de los resultados. De esta manera, los principales objetivos de cualquier modelo son el
estudio, la prediccion o el control de un sistema que represente una entidad real (Blanes Zamora
etal., 2020).

Dentro de estos conceptos, debemos aclarar que el modelado se refiere al proceso de disefiar un
modelo de una entidad real, mientras que la simulacién engloba el proceso consistente en realizar
experimentos con un determinado modelo, a la vez que se obtienen conclusiones sobre la entidad
real representada por el mismo. En definitiva, estas disciplinas permiten estudiar entidades de la
realidad, denominadas sistemas, mediante su representacién con un modelo.

Todos los modelos, de manera independiente de su naturaleza o ambito de aplicacion,
comparten algunas caracteristicas basicas. Entre ellas, se considera que todo modelo es una
representacion de una entidad real, tiene una funcidén o un propdsito concreto en base al cual se
disefla, emplea la abstraccién y omite informacién del sistema real que no resulta relevante a la
hora de construirlo. Por ello, concluiremos que todo modelo siempre altera en cierta medida la
realidad. Esta abstraccién resulta importante, ya que es el aspecto que permite ignorar elementos
no relevantes de la entidad real y obtener representaciones simplificadas cuyo estudio resulte
sencillo y facilite su comprension (Blanes Zamora et al, 2020). Existen numerosos tipos de
modelos posibles, los cudles podemos clasificar en funcién de su nivel de abstraccién en las
siguientes categorias (Blanes Zamora et al., 2020).:

1. Modelos fisicos. Emplean reproducciones fisicas del sistema real, pudiendo realizarse al
mismo tamafo que el sistema original o a una escala diferente.

2. Modelos analogos. Sustituyen el sistema fisico original por otro de diferente naturaleza que
permita estudiar ciertas propiedades de manera exhaustiva.

3. Modelos graficos. Modelan el sistema real mediante una representacion grafica simplificada
de la realidad.

4. Modelos computacionales. Emplean programas de ordenador o algoritmos matematicos
para representar el sistema real y modelar su comportamiento en tiempo real.

5. Modelos heuristicos. Definen un conjunto de descriptores a partir de datos de
experimentacién obtenidos previamente con el modelo real, resultando utiles cuando el
sistema incluye ciertas relaciones no modelables mediante ecuaciones matematicas.

( 1
1 2t )



En el ambito en el que se desarrolla este trabajo, el modelado y la simulacién es cominmente
realizada en términos matemadticos con un ordenador, por lo que el modelo elegido sera
computacional y se implementard en un programa informatico. Debido a que el objetivo consiste
en modelar un sistema bioldgico real, deberemos asegurar la causalidad del modelo a desarrollar.
Se considera que un modelo es causal cuando el valor de cualquier variable de salida en el
instante actual depende Unicamente de los valores de las entradas en instantes actuales y
anteriores, pero no futuros. Estos modelos causales ademas pueden clasificarse en distintas
categorias (Blanes Zamora et al., 2020).:

1. Modelos deterministas y aleatorios.

e Los modelos deterministas producen salidas idénticas ante las mismas entradas y
condiciones de experimentacion. Son modelos sin incertidumbre que permiten
conocer el resultado de manera puntual.

e Los modelos aleatorios o estocasticos cuentan con incertidumbre, por lo que
requieren modelar las entradas y salidas como variables aleatorias dependientes del
tiempo.

2. Modelos estaticos y dinamicos.

e Los modelos estaticos son invariables en el tiempo, es decir, sus salidas en un cierto
instante de tiempo tan solo dependen de las entradas en ese mismo instante.

e Los modelos dindmicos presentan una evoluciéon temporal. La mayoria de los
modelos que consideramos en este ambito son dindmicos, con el fin de estudiar los
cambios de determinadas propiedades a lo largo de un intervalo de tiempo.

3. Modelos lineales y no lineales.

e Los modelos lineales satisfacen las propiedades de aditividad y homogeneidad. La
aditividad se aplica si al transformar la entrada del modelo como suma de dos
entradas, la salida se corresponde con la suma de las correspondientes salidas de
cada entrada. Por otra parte, la homogeneidad es aplicable si al escalar las entradas
del modelo por un cierto valor, la salida queda escalada por el mismo valor.

e Los modelos no lineales no satisfacen dichas propiedades de aditividad y
homogeneidad.

4. Modelos estacionarios y no estacionarios.

e Los modelos estacionarios cumplen la condicion de trasladar sus salidas en el tiempo
al aplicar traslados de sus entradas del mismo valor. La estacionariedad permite que
cambios en el tiempo de un modelo no provoquen cambios en la forma de su
distribucidn.

e Los modelos no estacionarios no cumplen las condiciones de estacionariedad. La
mayor parte de los modelos serdn no estacionarios, representando relaciones
complejas entre variables.

Existen multiples clasificaciones de modelos computacionales, por lo que deberemos ser
conscientes de las propiedades de cada una de ellas y adaptar nuestro modelo en funcién de las
caracteristicas de la entidad real que queramos representar. La modelizacién de este trabajo se
realizara mediante ecuaciones diferenciales, por lo que conocer los principios matematicos de las
mismas resultard fundamental para comprender su implementacién.
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3.2. Generacion de un sistema de ecuaciones diferenciales

El problema al que nos enfrentamos es la descripcidon de un modelo de ecuaciones diferenciales,
es decir, un conjunto de expresiones matematicas que contienen las derivadas de una o mas
variables dependientes con respecto a una o mas variables independientes (A. P. Kartashov,
1980). Como veremos en los siguientes apartados, trabajaremos con 22 ecuaciones, por lo que
podemos decir que estas constituyen un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias, debido a
que en cada ecuaciéon solo aparecen las derivadas de una o mas variables dependientes con
respecto a una Unica variable independiente. El orden de una ecuacién diferencial indica el orden
de su derivada mayor. De esta manera, podemos representar una EDO de orden n con la siguiente
expresion general, donde t denota la variable independiente e y la variable dependiente (Varona,
2011):

dy d*y d"y (1)
F LYy == o =0.
< Yoar ez den

Consideraremos F como una funcién F: 2 € R"?2 > R, con 2 un subconjunto generalmente
abierto de R™*2, Todas las ecuaciones con las que trabajaremos seran de orden 1, por lo que
podemos agrupar el conjunto de todas ellas en un sistema de ecuaciones de la forma:

L[ . dy
F(t,f/,d—i,> =0. (2)

En nuestro caso, se consideraran las ecuaciones diferenciales expresadas en su forma normal o
explicita, donde la derivada de mayor orden aparece despejada. Como todas las ecuaciones seran
de orden 1, el sistema tendra la siguiente forma simplificada:

== (9 - ~

Por lo tanto, generaremos un conjunto de 22 ecuaciones de primer orden expresadas en forma
normal, de las cuales buscaremos encontrar su solucidén. Se dice que una funcién g(t), definida en
unintervalo I (g: I € R = R™) y con derivada de orden 1, que no contiene parametros distintos de
los que puedan aparecer en la propia ecuacién, es una solucién particular del sistema de
ecuaciones ordinarias ﬁ(t, ¥, 9,9, ...,¥")= 0 en I, si verifica el sistema en I, es decir, si
F(t, g, ' ®),d" ), ...,g"(t)) = 0 en I La solucién general de cada ecuacion del sistema ser4 el
conjunto de todas sus ecuaciones particulares (Kiseliov et al., 1984).

Junto a estas 22 ecuaciones, necesitaremos definir ciertas condiciones iniciales de las mismas.
Cuando nos encontremos con fenémenos de caracter temporal, como es el caso del problema que
vamos a abordar, las condiciones complementarias necesarias seran los valores de la solucién en
un instante inicial ¢y. En estos casos hablaremos de un problema de valores iniciales o problema
de Cauchy. Un problema de Cauchy de primer orden tendra la siguiente forma:

{i’(t) = f(t, ) (4)
y(to) = Yo -
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La soluciéon del problema de Cauchy de primer orden serd una curva que pase por (to,Yo),

siendo la pendiente de la recta tangente a esta en cada punto igual a f(t, y).

Una vez conocidos los aspectos basicos acerca de las EDOs de primer orden, profundizaremos en
los métodos para su resoluciéon, de manera tanto analitica como numérica, los cuales se
emplearan en funcién de la complejidad y las caracteristicas de las ecuaciones en cuestion.

3.3. Resolucion de ecuaciones diferenciales con métodos analiticos

De manera general, los métodos de resoluciéon de las ecuaciones diferenciales son una
generalizacion del cdlculo de sus primitivas, donde resolver una ecuacion diferencial de orden n
va a depender de n parametros. Por ello, trabajar con una EDO de primer orden generalmente
supone una ventaja en su resolucion, ya que dependera de un parametro y algunas podran ser
resueltas con métodos analiticos (Gutiérrez Arias & Makarov, 2005; Kiseliov et al., 1984).

En primer lugar, las ecuaciones con variables separables de la forma g(t) = h(y) dy/dt pueden
expresarse como g(t) dt = h(y)dy. De esta manera, podemos suponer G como primitiva de gy H
como primitiva de h y expresarlo como G'(t)dt = H'(y) dy, integrando para llegar a la solucién
general de la ecuacion de la forma G(t) = H(y) + C. Este tipo de ecuaciones resultan las mas
sencillas en cuanto a su integracion, por lo que constituyen la base para las siguientes clases, que
en algunos casos intentardn obtener ecuaciones con variables separables para poder resolverlas
de esta manera (Gutiérrez Arias & Makarov, 2005).

Ligado con lo anterior, las ecuaciones homogéneas de la forma dy/dt = f(y/t) permiten
realizar un cambio en la funcién y(t) por u(t), considerando y = ut, con el fin de transformarla en
una ecuacién con variables separables. Este mismo concepto es aplicable a las ecuaciones
reducibles a homogéneas y las homogéneas implicitas (Gutiérrez Arias & Makarov, 2005).

Por otra parte, las ecuaciones expresadas como P(t,y)dt + Q(t,y)dy = 0 son exactas en un
conjunto abierto A de R? si cumplen con dP/dy = dQ/dt. Se verifica que existe una funcién
potencial diferenciable en A llamada F(t, y) tal que dF(t,y) = dF /ot dt + dF /0y dy = P dt +
Q dy. Por ello, la solucion general sera de la forma F(t, y) = C (Gutiérrez Arias & Makarov, 2005).

De igual manera que con las ecuaciones de variables separables, podemos considerar otras
ecuaciones diferenciales reducibles a exactas mediante factores integrantes, donde se pretende
definir una funcién u(t, y) no idénticamente nula que permita que u(t,y)P(t,y)dt+
u(t,y)Q(t,y)dy = 0 sea exacta (Gutiérrez Arias & Makarov, 2005).

También podemos considerar las ecuaciones lineales de primer orden de la forma dy/dt +
g(@®)y = h(t), las cuales pueden ser resueltas por distintos métodos. Entre estos destacamos la
busqueda de un factor integrante u(t) o la resoluciéon de su ecuaciéon homogénea asociada de
variables separadas dy/dt + g(t)y = 0, para después intentar encontrar una solucién particular
de la misma. Con esto lograremos escribir su solucién general como la solucién particular mas la
solucion general de la ecuacion homogénea asociada (Gutiérrez Arias & Makarov, 2005).
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Por ultimo, las ecuaciones de Bernoulli se expresan como dy/dt + g(t)y = h(t) y™, siendo g(t)
y h(t) continuas en un intervalo I de R y con n distinto de 0 y de 1. Dividiendo la ecuacion entre
y™ y realizando el cambio de variable w = y1™™, se logra llegar a una ecuacién lineal que se puede
resolver por los distintos métodos indicados (Gutiérrez Arias & Makarov, 2005).

No obstante, existen numerosos tipos de ecuaciones EDOs de primer orden, cuya resolucién no
se podra obtener analiticamente. En estos casos, deberemos recurrir a métodos numéricos
basados en la discretizacion del dominio y la aproximacién numérica de las soluciones.

3.4. Resolucion de ecuaciones diferenciales con métodos numeéricos

Los métodos numéricos para EDOs son el conjunto de procedimientos matematicos empleados
con el fin de encontrar aproximaciones numéricas a EDOs. En el ambito de la ingenieria resulta
comun su aplicacion, ya que las ecuaciones diferenciales que son empleadas para describir las
variaciones entre las propiedades fisicas y los estados de los sistemas modelados suelen ser no
lineales y no resulta sencillo resolverlas de manera analitica. Es por esta razén por la que se
recurre a algoritmos basados en aproximaciones suficientemente buenas de la solucién, como es
el caso de los métodos Runge-Kutta o de los métodos lineales multipaso.

Estos métodos pueden agruparse en distintas categorias, que permitirdn aplicar enfoques
especificos en funcion del objetivo o caracteristicas particulares del problema (LeVeque, 2007;
Quarteroni et al.,, 2007; Strikwerda, 1990):

1. Métodos de un paso y métodos multipaso
e Los métodos de un paso calculan la aproximacién de la funcién en cada punto
empleando Unicamente la informacién del paso anterior.

e Los métodos multipaso calculan la aproximacién de la funcién en cada punto empleando
la informacion de varios pasos anteriores.

2. Métodos de paso fijo y métodos de paso variable
e Los métodos de paso fijo emplean el mismo tamafio de paso para calcular las
aproximaciones de la solucién en cada punto.

o Los métodos de paso variable permiten variar y ajustar el tamafio de paso en cada
iteracion en funciéon de la precision requerida y adaptandose al comportamiento del
problema en cada zona del intervalo de integracion.

3. Métodos explicitos y métodos implicitos
e Los métodos explicitos calculan la aproximacién de la funcién en cada punto empleando
Unicamente la informacion de instantes anteriores.

e Los métodos implicitos calculan la aproximacién de la funcién en cada punto empleando
la informacion de instantes tanto anteriores como futuros, por lo que a menudo
involucran algoritmos iterativos.
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4. Métodos de diferencias finitas y métodos de elementos finitos

e Los métodos de diferencias finitas calculan la aproximacién de la ecuacion diferencial en
los puntos de una malla empleada para discretizar el dominio. Generalmente son
modelos mas simples y sencillos en su implementacion.

e Los métodos de elementos finitos resultan mas complejos al dividir el dominio en
distintos elementos y calcular las aproximaciones como combinaciones lineales de
funciones definidas en cada elemento finito. El beneficio que aportan esta clase de
métodos es su mayor flexibilidad.

No obstante, existen otras clasificaciones y enfoques para describir estos métodos. Un aspecto
comun a todos ellos es su proceso de aplicaciéon para la resoluciéon de un sistema de ecuaciones
diferenciales. Independientemente del método elegido, se deberda comenzar formulando un
sistema de ecuaciones que describa un comportamiento determinado, basado en leyes fisicas,
principios matematicos o aproximaciones tedricas fundamentadas. El siguiente paso consistira en
la discretizacién del dominio en el que se busca encontrar la solucién del sistema, lo que implica
dividir el intervalo de interés en un conjunto de puntos o nodos, donde se calcularan los valores
aproximados de las variables. La eleccién del método numérico en cuestion dependera de factores
como la precision deseada, la estabilidad del método o la complejidad del sistema con el que se
trabaje (LeVeque, 2007; Strikwerda, 1990).

3.4.1. Métodos Runge-Kutta

Los métodos Runge-Kutta son un conjunto de algoritmos utilizados para resolver EDO de
manera numérica. Fueron desarrollados por los matematicos alemanes Carl Runge y Martin
Wilhelm Kutta a principios del siglo XX y hoy en dia son uno de los métodos mas populares. Se
basan en el calculo de una serie de incrementos empleando una funcién que representa una
ecuacién diferencial, evaludndola en diferentes puntos y combinando estas soluciones para
obtener una aproximacion de la solucién en el siguiente punto de la malla (Hairer et al., 2008;
LeVeque, 2007).

El niimero de etapas de estos métodos indica el numero de veces que se evaluara la funcién
determinada en cada paso. Un método Runge-Kutta de m etapas tendra la siguiente forma:

m
Ysr = Yo+ ) biki )

=1

Siendo h el tamafio de paso y k; = f(t, + hc;, y, + Z}"zl a;jk;). Los valores t, representan los

valores en los que se discretiza la variable independiente ¢t y los valores y, las aproximaciones a la
solucion exacta en t,. El orden del método sera p si los errores globales se comportan como hv.

Los coeficientes ay, ¢; y bi son los coeficientes del método. Estos se eligen intentando conseguir el

mayor orden posible, a la vez que se procura garantizar otras propiedades que puedan interesar,
como la estabilidad o la precision de sus resultados (Hairer et al., 2008).
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Existen numerosas variantes de estos métodos, en funciéon del orden empleado, de si se
implementan con paso fijo o variable o de si son explicitos o implicitos. Estos ultimos involucran
la resoluciéon de ecuaciones no lineales en cada uno de los pasos, proporcionando una mayor
estabilidad. Las variantes del método permiten el ajuste del tamafio de paso de acuerdo con el
error estimado en cada paso, logrando un balance entre la precision y la eficiencia computacional
al adaptar tamafios de paso superiores ante errores pequefios y tamafios de paso menores ante
errores grandes. En definitiva, la gran variedad de estos métodos ofrece flexibilidad y
adaptabilidad en la resolucién de EDOs, permitiendo ajustar la precisién y eficiencia segun las
necesidades especificas del problema. Resultara importante seleccionar la variante adecuada en
funcién de las caracteristicas de las EDOs, los requisitos de precision y los recursos
computacionales disponibles.

3.4.2. Ecuaciones rigidas y estabilidad de los métodos

Las ecuaciones con las que trabajaremos en el desarrollo del modelo son conocidas como
ecuaciones rigidas o stiff, las cudles son un tipo particular de EDOs. Se caracterizan, por ejemplo,
por presentar una gran diferencia en las escalas temporales de los diferentes términos de la
solucion, lo cual significa que ciertos de estos términos evolucionan de manera muy rapida en
comparacion con otros, o que existen oscilaciones muy fuertes de la soluciéon. Como resultado, las
ecuaciones rigidas pueden presentar ciertas dificultades en su resolucién debido a la sensibilidad
al tamafio de paso empleado y su inestabilidad numérica (LeVeque, 2007).

Los métodos que se emplean para resolver problemas rigidos son métodos con una regién de
estabilidad no acotada, para no estar obligados a tomar espaciados muy pequefios a causa de la
estabilidad. Desafortunadamente los métodos explicitos no tienen esta propiedad, por lo que hay
que recurrir a métodos implicitos, que tienen un mayor coste computacional en cada paso ya que
involucran la resolucién de ecuaciones no lineales, pero a cambio permiten dar un menor niimero
de pasos. El método de Euler implicito, el método de Crank-Nicolson y el método de
diferenciacion hacia atras son algunos ejemplos de esta clase de métodos (Hairer et al., 2008;
LeVeque, 2007). Entre ellos, destacamos el método de diferenciacion hacia atras o Backward
Differentiation Formula (BDF). Esta clase de métodos se basan en la aproximacion de las
derivadas temporales utilizando diferencias propagadas hacia atras. En general, un método BDF
de orden k utiliza k puntos previos en el calculo de la derivada temporal en el siguiente paso. Esto
implica establecer una relacion entre los valores de las variables en los pasos anteriores y el valor
en el paso actual (Cash, 2015).

Las férmulas BDF se obtienen mediante la aproximaciéon polinomial de los términos de
derivadas temporales en funcién de los puntos previos. Estas formulas pueden derivarse a partir
de la interpolacion de Lagrange o mediante enfoques de ajuste de minimos cuadrados. Debido a
que los métodos BDF son una clase de métodos numéricos implicitos lineales multipaso, en cada
paso de integracidén se requiere la resolucion de un sistema ecuaciones no lineales. Este método se
define de acuerdo con la siguiente expresion (Cash, 2015; Celaya, n.d.):

k

Z ajyn+j = h f (tn+io Y+ - (6)

j=0
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Siendo k el nimero de pasos, valor que coincide con el orden del método; @;j son los coeficientes

del método y h el tamafio de paso. La resolucién de estas ecuaciones se puede llevar a cabo
mediante métodos iterativos como el método de Newton o el método de punto fijo.

Existen diferentes variantes de los métodos BDF, como el BDF1, BDF2, BDF3, entre otros, que
difieren en el nimero de puntos previos utilizados en la formula de interpolacion, en la precisién
y el orden alcanzados. La eleccion del método BDF adecuado dependerad de la rigidez de la
ecuacion, la precisién requerida y la eficiencia computacional.

Los métodos BDF son A(a)-estables, es decir, tienen una regién de estabilidad no acotada que se
corresponde a una cufia de un angulo (a). Cuanto mayor es el orden del método, menor sera el
angulo de su regidn de estabilidad (Gander & Wanner, 2020). La propuesta de Celaya, n.d. explica
detalladamente las condiciones de estabilidad de los métodos BDF, resumiéndose en la Tabla (1)
los coeficientes de los mismos, asi como en la Tabla (2) la A(a)-estabilidad de los métodos BDF.
Por ultimo, en la Figura (2) (Gander & Wanner, 2020) se muestran las regiones de estabilidad de
los métodos BDF desde orden 1 hasta orden 6.

Tabla 1. Coeficientes de los métodos BDF (Celaya, n.d.).

1 -1 1
2 : 2 3
2 2
1 11
3 _Z 3 -3 -
3 2 6
1
4 - —= 3 -4 E
4 3 12
5 ! 5 _10 5 5 137
5 4 3 60
1 6 15 20 15 6 147
6 6 5 4 3 2 60
Tabla 2. A(a)-estabilidad de los métodos BDF (Celaya, n.d.).
Ala) 909 909 86.03¢ 73.35¢ 51.84¢ 17.84°2
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Figura 2. Regiones de estabilidad de los distintos métodos BDF (Gander & Wanner, 2020).
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Parte 2. Trabajo desarrollado

Capitulo 4.
Marco teorico

4.1. Estado del arte de modelos previos

La regulacién del potencial de membrana en VSMC ha sido simulada en los udltimos afios gracias
al desarrollo de modelos computacionales con enfoques diversos. Sin embargo, es comin que
estos se limiten al estudio de ciertos transportadores o mecanismos de sefializaciéon concretos.
Entre ellos, resulta habitual el enfoque hacia las vias moduladoras del [Ca?*]; debido a la
importancia que presenta su concentracion en la regulaciéon y mantenimiento del tono vascular. A
pesar de que este no constituye un sistema simple de modelar por sus multiples y complejas
dependencias con uniones intra e intercelulares, el desarrollo de programas matematicos
simplifica significativamente su estudio e investigacién (Kapela et al., 2008). De esta manera, los
modelos cuantitativos se han convertido en una importante herramienta en el andlisis de
dindmicas celulares de este calibre.

Dentro de este dmbito, los modelos mas primitivos definian dos compartimentos de almacén de
[Caz*];i, el primero de ellos dependiente de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) (Low et al,, 1992) y el
segundo considerado como el mecanismo de liberacién de Ca2+inducida por Ca2+, mejor conocido
por sus siglas en inglés CIRC (Ca?* induced by Ca?* release) (Saida, 1981). No obstante, estos eran
meramente descriptivos y generalmente no aplicables a células excitables (Putney, 1990).

En 1993, Wong & Klassen publicaron el primer modelo capaz de describir la regulacién genérica
del calcio en SMC, al ser estimuladas con noradrenalina (NA) o ante una despolarizacién. Entre
sus caracteristicas, detallaba los procesos de generaciéon de IP3 regulado por agonistas como la
noradrenalina, el mecanismo CIRC o el mantenimiento de las reservas intracelulares de Ca2+
(Wong & Klassen, 1993). Este fue depurado y ampliado por los mismos autores 3 afios después,
incluyendo canales de potasio dependientes de voltaje y afiadiendo un estudio de la actividad
eléctrica de los cambios inducidos por endotelina (ET1). De esta manera, con esta actualizacion
pretendian explicar mecanismos mas complejos, como la potencia vasoconstrictora de ET1 y la
conductancia de canales i6nicos no selectivos. Ademas, comenzaron a profundizar en la
regulacion de los pardmetros que influyen en el potencial de membrana, concluyendo que
reducciones de la capacitancia fisioldgica de la membrana celular (1 pF/cm?) resultaban en
oscilaciones significativas del potencial de membrana y del Ca?+; (Wong & Klassen, 1993).

El modelo de Goldbetert et al. (1990) acerca de la vasomocién arterial fue ampliado por

Parthimos et al. (1999), ambos basados en los dos compartimentos basicos con el fin de explicar
variaciones en la concentracién de Ca2+;.
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Sin embargo, Parthimos et al. (1999) determinaron que, si el objetivo a largo plazo de estos
modelos matematicos era describir exhaustivamente el comportamiento celular y reproducir
experimentos complejos, estos deberian incluir sistemas no lineales acoplados de interaccién
tanto a nivel intracelular como con la membrana, que simulen la liberacion ciclica de Ca2+ desde
depdsitos del interior de la célula y la entrada de Ca2+ desde el espacio extracelular. Por ello,
introdujeron variables descriptoras de canales de Ca2* dependientes de voltaje y canales de K*
activados por Caz+.

A su vez, este modelo fue modificado por Koenigsberger et al. (2004) al eliminar el oscilador de
la membrana plasmatica. Basdndose en otros modelos previos (Christ et al., 1992), acoplaron la
importancia de las uniones gap (gap-junctions) en la comunicacién intercelular entre SMC,
considerando estas indispensables en la sincronizacién de variaciones en el calcio. Asi mismo, se
consideran en este modelo distintas opciones como responsables de dicha sincronizacion, entre
las que se incluyen el acoplamiento eléctrico, las regulaciones de IP3 y la difusién de calcio. Tras
estudiar el comportamiento celular de cada mecanismo, se determin6é que el acoplamiento
eléctrico es un potencial determinante de la generacion y desincronizacién de las concentraciones
de calcio, asi como que el papel del IP; no es tan relevante en estos procesos. Estos resultados
permitieron concluir que la contraccién y el movimiento de los vasos sanguineos involucrados
son dependientes del acoplamiento y sincronizaciéon de poblaciones de SMC.

En conjunto, la evolucién de estos modelos ya recogia gran parte de la complejidad de los
procesos, permitiendo reproducir numerosas condiciones experimentales mediante la aplicacion
de pequefios cambios en los parametros involucrados en la electrofisiologia de la membrana, la
regulacion del [Caz+];, la fosforilacion de la miosina u otras variables de la mecanica celular. Yang
et al. (2003) combinaron estos factores electrofisiol6gicos, bioquimicos y mecanicos en un tinico
modelo, aplicado a SMC de arterias cerebrovasculares de rata. Concentraron la informacién
disponible en estudios anteriores en dos subsistemas separados. El primero de ellos describia un
modelo electroquimico, basado en el modelo de membrana de Hodgkin-Huxley y del reticulo
sarcoplasmico; incluyendo balances de especies iénicas mediante canales de Ca2* dependientes de
voltaje, diversos canales de potasio, canales sensibles al estiramiento y bombas como la Na*-K+-
ATPasa y la Caz+-ATPasa. El segundo subsistema incluia dos redes acopladas, encargadas de la
fosforilacion de la miosina y de la generacion y mantenimiento de la fuerza celular. Tras probar
cada subsistema por separado y comparar los resultados con datos de experimentos realizados
con la técnica de voltaje-clamp, se pudo corroborar la precisiéon del modelo electromecanico en la
simulacién de oscilaciones en el potencial de membrana y cambios inducidos en las corrientes de
Ca?*; asf como un buen ajuste en los resultados obtenidos con el modelo electroquimico.

Un enfoque diferente es aportado por (Bennett et al., 2005), generando un modelo cuantitativo
que simula los aspectos mas representativos de la contraccion de los vasos sanguineos. A pesar de
no incluir demasiados elementos, consigue modelar la respuesta contractil causada por NA, con la
activacion de los receptores ai-adrenérgicos por IPs, asi como la inhibicion de los mismos ante el
aumento del [Ca?*];. Estos componentes resultan suficientes para incluir los mecanismos de
contraccion inducida por Ca?* en una unica SMC y en la pared arterial completa. No obstante, los
propios autores indican la necesidad de incorporar en un solo modelo todos los elementos que
influyen en el movimiento de calcio entre los espacios intra y extracelulares, con el fin de
conseguir una vision completa de la fisiopatologia celular al detalle.
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Finalmente, Kapela et al. desarrollan en 2008 uno de los modelos computacionales mas
completos hasta la fecha, describiendo cuatro aspectos principales: la electrofisiologia de la
membrana plasmatica, la toma y liberacion de Ca2+ por el reticulo sarcoplasmico, el balance i6nico
de Ca?+, Na+, K* y Cl, asi como la formacién de IP3 y guanosin-3’,5’-monofosfato ciclico (cGMP) tras
la estimulaciéon de SMC de arterias mesentéricas de rata con fairmacos como norepinefrina (NE) y
oxido nitrico (NO). De esta manera, consiguen reunir en un solo modelo gran parte de los aspectos
involucrados en la regulaciéon del potencial de membrana, incorporando los compartimentos
necesarios y describiéndolos mediante 27 ecuaciones diferenciales. Con ello, se logra generar un
modelo exhaustivo con un gran nimero de pardmetros, los cuales han sido estimados de manera
experimental o cedidos de otros estudios previos, obteniendo asi un sistema integrado que
permite simular numerosas condiciones y protocolos a la vez que se estudian las esperadas
respuestas fisiolégicas de las células involucradas (Kapela et al., 2008).

No obstante, ain queda mucho trabajo por desarrollar para poder seguir generando modelos
mas precisos y detallados, puesto que resulta complejo incluir en un solo modelo todas las
variables de las que es dependiente la concentracién de [Ca2*]; o el potencial de membrana.

En lineas generales, el modelo de Kapela et al. (2008) recoge gran parte del conocimiento de
estos mecanismos, destacando de nuevo la importancia de la comunicacién intercelular a través
de las gap junctions, ya descritas en los modelos mdas primitivos. Sin embargo, se limita a la
estimulacién con NE y su andlisis en tiempos cortos, provocando un aumento esperado en [CaZ+];
y a la reduccion de la misma tras aplicar NO, por lo que resultaria interesante generalizar su
aplicacion y adaptarlo para diferentes farmacos y tratamientos, asi como ampliarlo para
protocolos de mayor duracion.

4.2. Analisis de los requisitos del modelo computacional

La existencia de un modelo computacional adaptado a un area de conocimiento concreto
permite predecir, describir y explicar detalladamente ciertos fenémenos o situaciones que
resultarian ineficientes o dificilmente reproducibles en la vida real. Por ello, a la hora de
disefiarlos, se debe procurar incluir todos aquellos aspectos relevantes que consigan construir un
modelo preciso y util. Esto permitird aplicarlo de manera eficaz para estudiar relaciones
desconocidas, extraer propiedades de las relaciones entre los elementos que lo componen y
simular protocolos de manera agil, reduciendo los tiempos y evitando los costes econdmicos que
supone realizarlo en el laboratorio.

Modelar cualquier sistema es un proceso ciclico similar a la aplicaciéon del método cientifico. En
cada una de las etapas de la construccién del modelo se deben realizar ciertas verificaciones y
revisiones de las fases precedentes. La primera fase y la fundamental consiste en el andlisis
exhaustivo del problema, con el fin de identificar sus caracteristicas de manera precisa y definir
los problemas o preguntas que se pretenden resolver con su simulacién.

El modelo a disefiar sera un problema determinista, dindmico, no lineal y no estacionario, por lo

que el objetivo consistirda en encontrar el conjunto de expresiones matematicas en forma de
ecuaciones diferenciales que simulen las condiciones de una VSMC de ratén.
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La formulacién del modelo propiamente dicho es la siguiente etapa y sera la responsable de la
abstraccion del sistema. Esta fase involucra tareas como la recogida de datos y la realizacion de
simplificaciones sobre la entidad real. Asi mismo, se definirdn las ecuaciones y variables
involucradas en las mismas, junto con las expresiones matematicas que gobiernan las relaciones
entre ellas. Cuando el modelo genérico ya esté formulado, deberemos implementarlo y resolverlo
mediante distintos métodos numéricos apropiados para las caracteristicas del mismo.

Por ultimo, tras obtener los resultados de la simulacion, estos se verificaran e interpretaran,
asegurando el buen funcionamiento del modelo. Con el fin de que este pueda ser comprendido y
utilizado posteriormente por otros autores, se suele incluir una etapa de documentacién, que
cubra todas las fases del proceso de modelado. Es comin que algunas de estas se desarrollen de
manera simultanea, por ejemplo, documentando el modelo desde su inicio. En sistemas tan
complejos y completos como el de este trabajo, esto resultara fundamental para poder justificar
todos las adaptaciones realizadas, asi como para explicar las simplificaciones o suposiciones
tenidas en cuenta.

Una vez conocidas las fases generales involucradas en el disefio del modelo general, en los
siguientes apartados se desglosaran cada una de las etapas llevadas a cabo, justificando los
cambios implementados sobre modelos previamente publicados y explicando las simplificaciones
consideradas como parte de la abstraccion. No obstante, cabe destacar que uno de los objetivos
especificos del trabajo era adaptar dicho modelo general a dos cepas de ratones: normotensa o
BPN e hipertensa o BPH. La consecucion de este objetivo se enfocé mediante el ajuste de ciertos
parametros, como la conductancia de la célula completa o la permeabilidad de los canales de
potasio; con el fin de ajustar la despolarizacion inicial del potencial de membrana de cada
submodelo. De esta manera, se consigui6é adaptar un submodelo con un potencial de membrana
despolarizado a -55 mV, correspondiente a ratones BPN, y otro modelo ajustado a -60 mV para
BPH, tal y como sugerian experimentos de modelos previos (Moreno-Dominguez et al., 2009;
Tajada et al,, 2012). Sin embargo, tras realizar sucesivas simplificaciones y suposiciones sobre el
modelo genérico, se descarto esta idea debido a la complejidad en el ajuste de los parametros y la
falta de precision en los resultados. La no linealidad y la realimentacion de las ecuaciones
supusieron una limitacién en este proceso. Por esta razdn, el trabajo se centré en el disefio de un
unico modelo computacional sobre el que se aplican y simulan los diversos protocolos,
relacionando los resultados obtenidos con el mismo con la posible asociaciéon con ratones BPN y
BPH. Este modelo sera descrito en profundidad en el siguiente capitulo.
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Capitulo 5.

Materiales y métodos

5.1. Diseio del modelo computacional

El disefio del modelo se estructura siguiendo las recomendaciones generales de los modelos
previos propuestos por Kapela et al. (2008) y Bennett et al. (2005). De esta manera, se tendran en
cuenta tres componentes o compartimentos principales en nuestro modelo de SMC: la membrana
plasmatica, el almacenamiento intracelular de calcio y el citosol.

La membrana plasmatica de la SMC cuenta con canales i6nicos, bombas, intercambiadores y
diversos receptores que facilitan el intercambio de iones a través de la bicapa lipidica, los cuales
son integrados en el modelo, simulandolos con las diversas ecuaciones diferenciales. De esta
manera, se incluyen los flujos de las principales corrientes estudiadas en SMC de arteriolas
mesentéricas en modelos de rata, asi como sus dependencias e influencias sobre otros
parametros. Entre los canales idnicos, encontramos los siguientes: canales de Ca2* dependientes
de voltaje (VOCC), canales de potasio (activados por Ca2?+ de alta conductancia (BKca),
dependientes de voltaje (K,) e independidentes de voltaje (leak, Kicak), canales catiénicos no
selectivos (NSC) y canales catiénicos dependientes de almacenamiento (SOC). Asi mismo, se
tienen en cuenta las bombas Na*-K+-ATPasa (NaK) y la Ca2+-ATPasa (PMCA) de la membrana
plasmatica. Ademads, también se describiran las correspondientes relaciones para el
intercambiador Na+*-Ca2+ (NCX) y para una adaptacién de un sistema de transporte activo de-
cloruro (bCl).

El almacenamiento intracelular de calcio se representa fundamentalmente a partir del reticulo
sarcoplasmico (sarcoplasmic reticulum, SR), el cual contiene su bomba Ca2*-ATPasa propia
(SERCA), asi como canales de Ca?+ receptores de IP3 (IP3R) y de rianodina (RyR). Por otra parte,
también debera incluir una corriente de fuga de potasio (K-leak) y un sistema tampoén de calcio
por calsecuestrina (CSQN).

El citosol representa el medio intracelular, en el que se incluirdn mecanismos como la formacién
de IP; y diacilglicerol (DAG) a partir de la activacion de los ai-adrenoreceptores. Estos
componentes forman parte del modelo con el fin de poder simular algunos protocolos como la
estimulacién por un agonista (NE), provocando la liberacién de Caz* del reticulo sarcopldsmico y
el flujo de corriente a través de los canales NSC.

A diferencia del modelo original, no se incluiran las ecuaciones que describen la formacién de
cGMP, ni los efectos de la estimulaciéon con NO, lo que nos permitird eliminar dos ecuaciones
diferenciales de dicho modelo inicial, las correspondientes a la tasa maxima de produccion de
cGMP (VcGMP) y la del propio cGMP.
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Asi mismo, se eliminaran las ecuaciones diferenciales correspondientes con los balances idénicos
de sodio ([Na*]i) y potasio ([K*]i) intracelular, junto con la ecuacién del PIP;, suponiendo que los
valores de estas variables permanecen constantes e inmodificables durante el tiempo. También
sera necesario fijar la ecuacidn del cloruro ([Cl];) intracelular durante algunos protocolos.

Por otra parte, se afladirdn dos ecuaciones adicionales, extraidas del modelo planteado por
Bennett et al,, (2005), que permitiran reproducir las condiciones de la contraccién a partir de las
concentraciones totales de miosina (M) y de actina (A) unida a miosina fosforilada (Mp). De esta
manera, nuestro modelo contara con 22 ecuaciones diferenciales, cuyos parametros deberan ser
especificados en base a los datos conocidos hasta la actualidad en modelos de raton y rata. Asi
mismo, también deberan definirse las condiciones iniciales del mismo y distintos protocolos o
simulaciones que permitan comprobar que el funcionamiento del programa se asemeja a los
resultados esperados en experimentos reales.

Un diagrama esquematico de los principales componentes del modelo y las relaciones entre
ellos se muestra en la Figura (3).

vocc  BK, K, K eak soc BK, cl,

SN N S N N W
SRR E R
cr

SERCA /

[Ca*],| [Ca*]; ‘ I ‘ NC)((:a2+
[, | [ RyR PLIG @
[Na*], | [Na*],  leak ‘ P PR 3Na* «———

(K],

" Gnoka—, |4
@mw

CONTRACCION

NaK PMCA

Figura 3. Diagrama esquemdtico de los componentes del modelo y las interacciones entre ellos.
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5.2. Ecuaciones del modelo computacional

El modelo incluye 22 ecuaciones diferenciales, que describen los principales componentes y
mecanismos de la SMC. Se plantea a continuacion un modelo genérico de expresiones
matematicas, que sera adaptado mediante el ajuste de sus parametros, los cudles se discutiran
posteriormente.

Antes de presentar las ecuaciones generales, se muestran los potenciales de equilibrio de las
principales especies idnicas presentes en el citosol, descritos en el modelo de Kapela et al. (2008).
Estos se indican al inicio del modelo, ya que intervendran en algunas de las corrientes y
relaciones descritas posteriormente (Ecuaciones (7-10)).

_ BT ([Klo\.» _ RT . ([Nal,\.
By = —In ([K]i) iEna =7 —7In ([Na]i)'

_ RT [Calo . _ RT ([l
Eca = zcaF In ([Ca]i)' Ec = zclF In ([cz]i) '

(7-10)

5.2.1. Electrofisiologia de la membrana

De acuerdo con Kapela et al. (2008), la regulacién de la electrofisiologia de la membrana celular
en SMC se ajusta al modelo de Hodgkin y Huxley, donde se describe el inicio y transmision de
potencial de accion. De esta manera, la primera ecuacion diferencial del modelo refleja los
cambios en el potencial de membrana (Vi) con la relacién expresada en la Ecuacién (11).

AV, 1 (11)

i o (vocc + Ixv + Iskca + Ixieak + Insc + Isoc + Icica + Ipmca + Inax + Incx) -
m

Se representa la capacitancia (Cm) en el denominador, resultante de la acumulacién de potencial
eléctrico en la membrana. En el numerador aparecen las corrientes involucradas en la modulacién
del potencial eléctrico (Ivocc, Ikv, Igkca, Ikieak, Insc, Isoc, Icica, Ipmca, Inak, I ncx), 1as cuales se desglosaran
en los siguientes apartados. Cabe resaltar que en la Ecuacién (11) no se incluyen otras corrientes,
como flujos idnicos a través del clasico cotransportador de sodio-potasio-cloruro, puesto que
dicho proceso se considera electroneutro y no interviene en la determinacién de V.

5.2.1.1) Canales de calcio dependiente de voltaje

Las variaciones en las concentraciones de calcio intracelular ([Ca?*]; ) son las encargadas de
regular los mecanismos contractiles en las SMC. Por ello, se considera fundamental incluir en el
modelo una corriente de calcio operada por voltaje (Ivocc) como una de las responsables de los
mecanismos de contraccién y del mantenimiento del tono vascular, ya que esta sera la principal
via de entrada de Ca2* en las células excitables.

Estos canales pueden modelarse teniendo en cuenta sus posibles configuraciones, partiendo de

un estado de reposo, activindose ante despolarizaciones que causan la apertura del canal y
permiten la entrada de calcio, para finalmente cerrarse al inactivarse.
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De esta manera, se considera que los canales VOCC tipo L se abren de manera rapida ante
despolarizaciones del potencial de membrana; mientras que su inactivaciéon constituye un
proceso dependiente tanto del voltaje como del calcio presente. Debido a que la proporcién de
tiempo que estos canales de calcio permanecen en su configuraciéon abierta es regulada por el
potencial de membrana, en el modelo de Nelson et al.,, (1990) ya se indican las probabilidades de
estado abierto (open-state) como dependientes tanto del tiempo como del voltaje. Sin embargo, en
el modelo de Kapela et al. (2008) se indica que la inactivacién de los canales para potenciales de
membrana positivos se considera independiente de la concentracién de [Ca2*];, por lo que no se
incluye esta dependencia en las Ecuaciones (13-16) (Harhun et al., 2000).

Teniendo esto en cuenta, Ivocc se modela como una corriente Goldman-Hodgkin-Katz (GHK),
distinguiendo su expresion en aquellos puntos donde se cumpla la condicién Vi, = 0. Por otra
parte, las Ecuaciones (17-18) representan las ecuaciones diferenciales que modulan el estado de
los canales, siendo di. representativa del estado de compuerta abierta y fi. de compuerta cerrada.

Iyoce = 104, PyoccdyfiVimzcaF ([Cal, — [Caly) [pAl para Vi, = 0.

(zcaF)? [Cal, — [Cal; exp(VimzcaF/RT) (12
I = 10%A4,, P A .
vocc = 10°AmPyoccdyfiLVin RT 1— exp(V,zcaF/RT) [pA],para V;, # 0
= Ve W\ 1 = Vit 42.0 mv\\ 1 13, 14
d, = (1 +exp (_ 8.3 mV)) P fL= (1 + exp( 9.1 mvm )) : : :

Vin+40 my) 2 V435 mv\ 2 ,
Ta, = 2.5€Xp (‘ (ﬁ) )"‘ 1.15 [ms]; 75, = 65exp (— (ﬁ) >+ 45 [ms]. (*>19

dd, d,—d, afy _ -1 (17, 18)

dt Tq,  dt Tf,

5.2.1.2. Canales de potasio activados por calcio

Entre los distintos tipos de canales de potasio que podemos describir en el modelo de SMC
encontramos los canales de potasio activados por calcio (BKca), cuya activacion ha sido
demostrado ser causada por [Ca?*]i. La corriente de potasio a través de los canales BKca (Iskca) se
describe también como una ecuacion GHK (Ecuacién (19)), de acuerdo con los resultados
obtenidos en el estudio de Mistry & Garland, (1998).

Las constantes de activacion y la probabilidad de estado abierto del mismas son extraidas del
modelo experimental generado por Benham et al. (1986). Los efectos del cGMP y NO incluidos en

modelos como el de Kapela et al. (2008) son excluidos de las ecuaciones planteadas.

; 19
Iskca = AmNpkcaPrca ikca [PA]. (19)

Pyca = 0.17 p; +0.83 p . (20)
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F? [K], — [K]; exp(V;n F/RT) " (22)
R 1—exp (,F/RT)  PA

ikca = 106PBKCan

En este caso, se modela la probabilidad de apertura de los canales en el estado estacionario en la
Ecuacion (22), siendo esta una expresion dependiente tanto del potencial de membrana como del
calcio (incluido en la Ecuacién (23)). Finalmente, se obtienen las ecuaciones diferenciales
representativas de los estados abierto y cerrado de los canales BKc. en las Ecuaciones (24, 25).

Vin = Vijakca \ (22)
5, = 1 _m el .
Po < +eXp( 1825 mV )
Vijakca = —41.7 logyo([Cal;) —128.2 . (23)
dpr _Po =Py dPs _Po—Ps (24, 25)
dt Tp, "odt Tp,

5.2.1.3. Canales de potasio dependientes de voltaje

A pesar de la existencia de otros canales, los principales flujos de iones K* desde la célula hacia el
espacio extracelular son mediados por canales de potasio dependientes de voltaje (Ky), que a su
vez participan en la regulaciéon del potencial de membrana en condiciones de reposo (Lu et al,,
2001). La corriente a través de estos canales (Iky) ha sido representada de diversas maneras en
modelos previos, algunos de ellos incluyendo tres componentes en la misma (componente
transitorio de inactivacion rapida, lenta y componente de no inactivacion) (Nelson et al., 1990).
En este caso, a la hora de disenar un modelo especifico para SMC, se ha considerado, de acuerdo
con la propuesta de Kapela et al. (2008), un unico tipo de canales K, representados con la
Ecuacion (29).

Por esta razon, se incluye en el modelo la corriente Ik (Ecuacién (26)), junto a las curvas
correspondientes a la activacion e inactivacion en el estado estacionario (Ecuaciones (27 y 30))
descritas como ecuaciones de Boltzmann. Las ecuaciones representativas de este subsistema del
modelo son tomadas de Kapela et al. (2008), pudiendo observar en ellas la dependencia con el
potencial de membrana y con el potencial de equilibrio del potasio (Ex).

Las constantes de inactivacion rapida y lenta de los canales, empleadas en las Ecuaciones (31,
32) proceden del modelo de Lu et al., (2001) asi como el resto de parametros empleados.

Iy, = 9x, Pk (0.45¢; + 0.55q;) (Vi — Ex) [PA] . (26)
DK = : .7, =615 0027V,
T (—M)' i = 61.5exp(20.027 V) sl (27, 28)
exp 15.0mV
dpx _ Pk~ Pk o)
dt Tok
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1

(7 = . (30)
Vi +40.0 mV
1+ exp (g )
%:C_I_ql_ @:q_qZ (31, 32)
dt Tq, ~ dt Tq,

5.2.1.4. Fuga de K* sin especificar

Los canales de potasio inhibidos por ATP intracelular se han encontrado en diferentes tipos de
tejidos, sugiriendo la presencia de los mismos en SMC. Estos canales adoptan una configuracion
abierta ante ciertos vasodilatadores responsables de la hiperpolarizacion de la membrana
plasmatica (como podrian ser cromakalim, pinacidil o minoxidil), mientras que son inhibidos por
ATP citosélico (Nelson & Quayle, 1995). Por ello, se sugiere su contribucién en el potencial de
membrana en reposo, incluyendo la corriente a través de ellos como una corriente de fuga de K+
(Ikieak), tal y como se describe en Kapela et al. (2008).

La ecuacién que lo define (Ecuacién (33)) incluye una conductancia (gkiax) de caracter lineal ,
basada en los resultados de Nelson & Quayle, (1995); por lo que Ikiecak S0lo muestra dependencias
con dicha conductancia, el potencial de membrana y el potencial de equilibrio de K.

Ixieak = Gkieak (Vm - EK) [pA]- (33)

5.2.1.5. Canales catidnicos no selectivos

Los canales catidnicos no selectivos (non-selective channels, NSC) son aquellos sensibles a ATP y
a ciertos cationes presentes en los medios intra y extracelular, siendo los responsables de la
elevacion de los niveles de calcio en SMC. Se ha demostrado cdmo la estimulacién de estas células
con NE provoca la activaciéon de dichos canales, despolarizando de la membrana plasmatica e
induciendo una corriente Iyocc, que finalmente provocara el aumento de [Caz*]; (Kapela et al.,
2008).

Bajo la hipotesis de que las concentraciones de DAG e IP; son equivalentes, se incluyen en el
modelo las distintas corrientes de los canales NSC como ecuaciones que siguen la cinética de
Michaelis-Menten (Ecuaciones (35-37)), dependientes del DAG. La suma de las corrientes NSC de
sodio, potasio y calcio da lugar a la expresion de la corriente total de los canales NSC (Insc)
(Ecuacién (34)). También se define la probabilidad de apertura de dichos canales (Ponsc)
(Ecuacién (38)) como una variable dependiente de la probabilidad minima de apertura de los
mismos y del potencial de membrana (Kapela et al., 2008).

Insc = Inansc + Iknsc + Icansc [PA] - (34)

. [DAG)
Inansc = 10°A,, DAG] + Kuse + dnscmin | PonscPnansc Vmﬁ 1—e (—VmF)
T
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Ievee = 1054, (—2AGL 0 \p o p VF—Z[K]O_[K]ie(RT)[A] (36)
KNSC m [DAG] + KNSC NSCmin ONSCY KNSC mRT 1 e(VmF) pPAJ.
T
V,.F
/ 1054 d b b v (zcoF)? [Cal, — [Calie (_T) o] 37
CaNSC mYNSCmint oNSC* CaNSC'm RT Zc V. F pA].
1- e (%47)
1 — Prinnsc
Ponsc = Pminnsc + v n_uz%lz T (38)
L+ e (" mgmr )

La magnitud y direccién de la corriente a través de estos canales catidnicos no selectivos
dependen de varios factores, incluidos el gradiente electroquimico de los iones y el estado de los
canales. Tal y como se muestra en las ecuaciones, la apertura de los canales no especificos de los
cationes representados es un proceso influenciado por el potencial de membrana. En condiciones
de reposo, cuando la célula presenta potenciales de membrana negativos, los canales cationicos
no selectivos tienden a estar cerrados. Sin embargo, al aumentar el potencial de membrana, la
corriente a través de ellos crece debido a la apertura de los canales. Cuando se abren, permiten el
flujo de iones de carga positiva, como sodio, potasio y calcio, a través de la membrana celular,
induciendo cambios en el potencial de membrana.

Otro de los factores que contribuye en la modulacion de las corrientes NSC es la concentracion
de DAG presente. El DAG es un lipido secundario que se forma a partir de la hidrélisis de
fosfolipidos de membrana, capaz de activar ciertas proteinas llamadas quinasas C (PKC) que
condicionan la actividad de los canales no selectivos.

El efecto de la dependencia de la corriente a través de los canales NSC con el voltaje, asi como
con la concentracion de DAG se muestra en la Figura (4); aplicando DAG = 0 mM en la Figura (4.4)
y DAG = 0.04 Mm en la Figura (4.B). Cuando el potencial de membrana es negativo, el gradiente
electroquimico favorece la entrada de iones positivos a través de los canales, generando una
corriente de entrada negativa. Por otro lado, cuando el potencial de membrana se vuelve positivo,
se favorecera la salida de cationes, generando una corriente de salida positiva.

La forma de las corrientes es similar en ambos casos, a diferencia del rango de variacién de sus
valores. En el caso en el que el DAG es nulo, las PKC no se activardn y no participara en la
modulacion de los canales. Por esta razdn, la corriente a través de ellos no depende del DAG y sera
controlada por otros factores, como el potencial de membrana o la probabilidad de apertura. Sin
embargo, al aplicar un DAG distinto de 0, las quinasas se activaran y modularan los canales,
provocando que una mayor cantidad de corriente pase a través de ellos.

Cabe destacar que la corriente Icansc, al no depender de DAG, permanecerd igual en ambas
situaciones, siendo muy préxima a 0 pA en cualquiera de los casos.
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(A) Dependencia canales NSC con Vm; DAG =0 (B) Dependencia canales NSC con Vm; DAG =0.04
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Figura 4. Dependencia de las corrientes NSC con el potencial de membrana y la concentracion de DAG.
(4.A). Variacion de las corrientes a través de los canales NSC con el potencial de membrana, para DAG = 0.
(4.B). Variacion de las corrientes a través de los canales NSC con el potencial de membrana, para DAG = 0.04

5.2.1.6. Canales catiénicos no selectivos operados por almacenamiento

Otro de los intercambiadores presentes en SMC son los canales catidnicos no selectivos,
permeables a Ca?+, operados por almacenamiento, también conocidos como SOC por sus siglas en
inglés (store-operated channels). La funcién de los SOC durante la contraccion del musculo liso
resultara de especial importancia en nuestro estudio, especialmente durante la exposiciéon a las
SMC de agonistas tales como la NE. Cuando esto ocurre, la corriente de Ca?+ a través de estos
canales aumenta, produciendo un incremento de [Ca2*]; y desencadenando los mecanismos
responsables de la contraccion (Albert & Large, 2003). No obstante, la activacion de estos canales
solamente resultara significativa en aquellas situaciones en las que el almacenamiento de [Ca2+];
se encuentre por debajo de los niveles fisiolégicos. Es por esto por lo que se indica que estos
canales son operados por almacenamiento. Cuando los valores intracelulares son lo
suficientemente bajos, debido a la eliminacién del [Ca2+]; u otras causas, los canales no selectivos
seran activados (Albert & Large, 2003; Arnon et al., 2000; Kapela et al., 2008).

El modelo propuesto por Kapela et al. (2008) muestra la representacion matematica de la
corriente de estos canales (Isoc) como la suma de las corrientes de los cationes Ca2+ y Na2+
(Ecuaciones (39-41)), basandose a su vez en las conclusiones de Arnon et al. (2000), describiendo
el ratio de permeabilidades de Caz*y Na2* como P¢q/Pnq = 8.2. Las correspondientes conductancias
de cada componente (gsocca, 8socna) fueron tomadas de la estimacién experimental realizada por
Kapela et al. (2008).

Por ultimo, se incluye la probabilidad de apertura de los canales SOC como ecuacién diferencial
del modelo (Ecuacion (44)), descrita como una funcién sigmoide dependiente de la concentracién
de calcio en el depdsito intracelular, cuya constante de activacion media se fija a 100 nM (Arnon
et al.,, 2000; Parekh & Putney, 2005).
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39
Isoc = Isocca + Isocna [PA]- (39)

40, 41
Isocca = 9soccaPsocVim — Eca); Isocna = IsocnaPsocVimn — Ena) - f )
(., leal, \TP o 1
Psoc = | 1 +m » Psoc = [Cal,\ 5o (42, 43)
1+ ( 0 )
soc
dPsoc _ Psoc — Psoc (44)
dt Tsoc )

5.2.1.7. Canales de cloruro activados por calcio

Se ha demostrado la existencia de canales de cloruro activados por calcio y sensibles a cGMP en
SMC, tanto dependientes como independientes del cGMP. Estos se diferencian en cuanto a su
dependencia con el voltaje y con el tiempo de exposicion a distintos inhibidores farmacolégicos
(Matchkov et al., 2004).

La ecuacion que representa la corriente de estos canales (Icca) se modela como una ecuacion
GHK (Ecuacion (45)), mostrando la activacidon de los mismos inducida por Ca2+, pero eliminando la
influencia del cGMP presente en modelos previos. Se descarta el uso de la ecuacién basada en
conductancias presente en el modelo original de Kapela et al. (2008), optando por aplicar la
ecuacion GHK para poder simular con mayor precision los cambios en la corriente ante
modificaciones en la concentracion de [Cl]; ya que el modelo previo asumia un factor constante
en la expresion que no se ajusta a las condiciones que se busca simular.

(zaF)?[Cl], — [Cl];exp (Vipzei F/RT) (45)
I = CpPciV4 .
ClCa miClVm RT 1— exp (VmZClF/RT) [p ]
Cal)"cica
Pci = Peyi (Cal) (40)

([Ca])ncica + (Kgjoq)Teica

Una justificacion del modelado de esta corriente se muestra en la Figura (5), donde la Figura
(5.4) muestra el enfoque adoptado en el modelo de Kapela et al. (2008), aplicando la ecuacién de
conductancias, mientras que la Figura (5.B) muestra las ecuaciones del modelo desarrollado,
basado en la ecuacién de GHK. Las graficas representan la variacion de las corrientes Icica con
respecto al potencial de membrana, para distintos valores de cloruro intracelular y extracelular.
De esta manera, se demuestra como, con la ecuacion de conductancias, las corrientes obtenidas
tienen un comportamiento lineal que es funcion de la diferencia entre el potencial de membrana y
el potencial de equilibrio del cloruro.

Esta propuesta funciona de manera correcta tinicamente cuando las concentraciones a ambos

lados de la membrana son similares, lo cual no permitiria simular experimentos con condiciones
de cloruro 0.
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Por ello, concluimos que resulta mas conveniente modelar la corriente de la forma GHK, con el
fin de modularla en funcién de las concentraciones de cloruro presentes y no del potencial de
equilibro de este anidn. Los parametros elegidos se extraen del modelo presentado por Matchkov
et al. (2004), excepto el valor del factor Pgj;, el cual se modificara experimentalmente a lo largo de
los distintos protocolos.

(A} ECUACION DE CONDUCTANCIAS 8) ECUACION DE GHK
. (zaiF)? [Cl], — [Cll;exp(Vipzer F/RT)
leica = CmcicaPan — Ea)) [PA] letca = CnPetVn g1 ez f /Ry 1P
_ (ICalperce _ ([Cayerce
Pou = 00152 (eagyreica + (Korgayeca e = Pet eaTyneca + (Rgg e
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Figura 5. Justificacién del modelado de la corriente Icica.
(5.4). Modelado de la corriente de los canales dependientes de calcio de acuerdo con la ecuacién de conductancias.
(5.B). Modelado de la corriente de los canales dependientes de calcio de acuerdo con la ecuaciéon de GHK.

5.2.1.8. Bomba de Ca?+ de la membrana plasmatica (Ca2+-ATPasa)

Las bombas idnicas son transportadores especificos de la membrana celular que actiian como
sistemas de transporte activo primarios, permitiendo el paso de iones en contra de su gradiente
electroquimico. Por esta razoén, generan un desequilibrio de dichos iones a ambos lados de la
membrana, a coste de la hidrdlisis de ATP (O’Donnell & Owen, 1994). La bomba de Ca2* de la
membrana plasmatica, conocida como PMCA por su nombre en inglés (Plasma Membrane Calcium
Pump), o como Ca2+*-ATPasa, se trata de una proteina encargada del transporte de Ca2+ desde el
citoplasma hacia el exterior celular. No debemos confundir esta bomba, presente en la membrana
plasmatica, con su correspondiente en el reticulo sarcoplasmico. A pesar de que ambas sean
estimuladas por Ca?* y dependientes de Mg?+, las diferencias en su ubicacion, estructura y
mecanismos de regulacién son notables.

Asi mismo, la bomba de la membrana plasmatica es también estimulada por calmodulina, lo que
hace que esta sea su diferencia mas relevante (O’Donnell & Owen, 1994). La unién de calmodulina
provoca la activacion de la bomba, asi como la interaccién con fosfolipidos acidos en la
membrana; generando un flujo de Ca?* hacia el exterior. Por ello, la Ca2+-ATPasa es un importante
condicionante de la concentracion de Ca2* intracelular y, consecuentemente, de la contraccién de
la célula.
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La regulacion de la bomba Ca?+-ATPasa de la membrana plasmatica es simple y puede modelarse
de manera sencilla mediante una ecuaciéon de Michaelis-Menten, describiendo la dependencia de
su corriente (Ipmca) con la [Ca2+]i (Ecuacion (47)). De esta manera, reflejamos como permite el paso
de un ion Ca?* hacia el exterior de la célula, siendo un proceso dependiente de ATP y el principal
responsable de la salida de Ca2* desde el interior celular.

La corriente Ipmca constituye asi un mecanismo de salida de Ca?+ de alta afinidad, manteniendo
los niveles bajos de calcio citosolico. En nuestro caso, asumiremos una alta afinidad para el Ca2+
(constante de Michaelis, Kmpmca), debido a concentraciones celulares saturadas de calmodulina,
provocando una alta activacién de la bomba (Kapela et al., 2008; O’'Donnell & Owen, 1994).

[Ca]; (47)

i + Km,PMCA

Ippmca = I_PMCA [Ca]

5.2.1.9. Intercambiador de Na+-Ca2+ de la membrana plasmatica

El intercambio de Na* y Ca?+* en la membrana plasmatica tiene lugar gracias a la ayuda de un
cotransportador especifico bidireccional, permitiendo el flujo de un ion Caz* hacia el exterior
mediado por la entrada de 3 Naz+, o por el efecto contrario, dando lugar a la salida de 3 Na+* a
cambio de flujo hacia el citosol de un ion Ca2+. De aqui podemos deducir que su estequiometria es
3Na+*:1Ca?* (Matlib et al., 1985).

En base a esto, se ha demostrado que la entrada de calcio hacia el interior celular se ve
aumentada cuando se impone un gradiente hacia fuera de Na*, ya sea eliminando este ion del
espacio extracelular o exponiendo las células a inhibidores especificos (O’'Donnell & Owen, 1994).

Este intercambiador ha mostrado una alta selectividad para los iones transportados, ademas de
ser electrogénico y sensible al potencial de membrana. No obstante, ya indicamos que la bomba
Ca2+-ATPasa era la principal responsable de la salida de Ca2* hacia el exterior, por lo que el papel
del intercambiador Na+-Ca2?* no resulta tan relevante en situaciones basales. Si que cobrara
importancia ante la presencia de concentraciones [Ca2+]; superiores a 1.0 uM, siendo aqui mas
significativa su actuacidn frente a la de 1a bomba (Kapela et al.,, 2008; O’'Donnell & Owen, 1994).

El modelado de la corriente de este transportador se realiza a partir de la planteada en el
modelo de Lindblad et al. (1996) (Ecuacién (48)), tras aplicar una reduccion del factor de escala
(gncx)- Ademas, la dependencia con el cGMP reflejada en el modelo general de Kapela et al. (2008)
es suprimida de las ecuaciones de nuestro transportador.

I _ [Na]?[Ca]o(PF - [Na]g[ca]id)]q (48)
NeX = INCX T dyex (INal3[Cal; + [Nal [Cal,)

¢r = exp (%) br = exp (%) . (49, 50)
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5.2.1.10. Bomba sodio-potasio (Na+-K*-ATPasa)

La bomba sodio-potasio (Na*-K+-ATPasa) resulta un elemento indispensable para mantener los
gradientes transmembrana de Na+* y K+ en las SMC, asi como en otros tipos celulares. Ademas,
gracias a su naturaleza electrogénica, también contribuye de manera directa en el potencial de
membrana (Kapela et al.,, 2008). Un aumento en la actividad de la bomba Na*-K+-ATPasa generara
un flujo neto de carga positiva hacia el exterior celular, puesto que su estequiometria libera 3 Na+
hacia al exterior, mientras que solo introduce 2 K*. Por lo tanto, tendrd lugar una
hiperpolarizaciéon de la membrana, al estar extrayendo méas carga positiva de la que se esta
introduciendo hacia el interior (O’'Donnell & Owen, 1994).

En cuanto al disefio de las ecuaciones de la bomba Na*-K*-ATPasa, en el modelo original se
toman como referencia las planteadas en el modelo de Nakamura et al. (1999), asi como los
parametros de las mismas. La modelizacién de la corriente de la bomba sodio-potasio (Inak) se
expresa como una ecuaciéon de Hill (Ecuacién (51)), describiendo su dependencia con las
concentraciones intracelulares [K+]i y [Na*]i. No obstante a la expresion obtenida de este primer
modelo se le afiade la dependencia con el voltaje de los resultados del modelo propuesto por Yang
et al. (2003a). Se incluye el coeficiente de temperatura (Q), puesto que el mismo estudio
demuestra la dependencia de la amplitud de esta corriente con la temperatura, de manera que
una disminucién de esta provoca una despolarizaciéon de la membrana en SMC. El valor de Q1o
establecido es de 1.87 (O’Donnell & Owen, 1994).

Inak = CmInaxQ ([K]o)"HKo ([Na];)"inei Vn +150mV 5y
ate = Emwar U (TR Yoo + R ke (NGl + (Koo Vet oy + 200V
309.15K
- (52)
Q=0Q,

Se ha demostrado que cambios en la concentracion extracelular de K+ provocan variaciones
tanto en el potencial de membrana como en el tono vascular de SMC. De esta manera, ante un
aumento de [K+*],, aumentaria la actividad de la bomba Na*-K+-ATPasa, provocando una
hiperpolarizacion y relajacion del vaso. Por el contrario, si disminuye [K*],, el mecanismo sera el
contrario y tendrd lugar la contraccién vascular (O’Donnell & Owen, 1994). Asi mismo, han
surgido varias hipotesis acerca del comportamiento de esta bomba en situaciones de
hipertensidn. La primera de ellas sugiere que la actividad de la bomba aumenta en con la presién
arterial, debido a un aumento en la permeabilidad pasiva de Na*; sin embargo la bomba no
compensa totalmente esta situaciéon (Friedman et al., 1975). Por ello, otros autores proponen que
la actividad de la bomba disminuye en hipertension, al ser suprimida por un inhibidor circulante
o algin defecto de la misma desarrollado a causa de la patologia. Esto provocaria el aumento de
los valores de sodio intracelular, dando lugar a la contraccién y el aumento del tono vascular
(Blaustein et al., 1986).

Por estas razones, debido a la falta de unificaciéon en las aportaciones de esta bomba en
presencia de la enfermedad, se decide probar su modelado para protocolos con tiempos largos,
observando como la bomba no es capaz de mantener los valores de sodio y de potasio en el estado
estacionario.
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En definitiva, es por esta razén por la que se deciden fijan las concentraciones intra y
extracelulares de dichos cationes, de manera que el funcionamiento de la bomba no altere el
planteamiento del modelo general.

5.2.1.11. Adaptacién del cotransportador sodio-potasio-cloruro a un sistema de transporte
activo de cloruro

El mecanismo de actuacién del cotransportador clasico de sodio-potasio-cloruro (Na*-K*-2Cl- o
NKCC2) requiere que 1 ion Na* (o 2), 1 ion K* y 2 iones Cl- (o 3) se unan simultaneamente al
mismo lado del mismo, pudiendo asi transportarse desde el espacio extracelular hacia la cara
opuesta de la membrana plasmatica. Debido a su presencia en practicamente todos los tipos
celulares, entre sus funciones se incluyen el mantenimiento de [Cl-]; a valores superiores que su
punto de equilibrio, asi como la regulacién del volumen celular. No obstante, no se han
encontrado evidencias relevantes de su papel en SMC (Kapela et al., 2008; Russell, 2023).

Por esta razén y con el fin de simplificar el modelo, a la vez de enfocarlo en los objetivos
concretos propuestos, se plantea sustituir el cotransportador tradicional por una adaptacién de
transporte activo de cloruro. Podemos modelar el transportador como una ecuacién lineal que
simplemente dependa de la diferencia entre las concentraciones de cloruro extra e intracelulares,
multiplicada por un factor que denominaremos As.

Puesto que este proceso resulta electroneutro y que las concentraciones de sodio y de potasio
las consideramos como constantes, el comportamiento de la bomba/transportador de cloruro se
considera un sustituto 6ptimo del cotransportador original de Kapela et al. (2008). Ademas, de
esta manera, garantizamos una corriente que balancee la corriente de los canales de cloruro
dependientes de calcio, siendo la suma de ambas en el estado estacionario nula. La Ecuacién (53)
refleja la corriente del transportador como I¢, cuyo factor de escala Ay sera calculado de manera
experimental para que el valor de esta corriente iguale al valor negativo de la corriente I¢ica.

Incr = Ap([Cl], — [Cl];) [PA]. (53)

5.2.2. Activacién del a;-adrenoreceptor y formacion de IP3

Esta parte del modelo incluye varios subsistemas acoplados que dan lugar a la formacién de
inositol trifosfato (IP3). La estructura general es tomada del modelo de Bennett et al. (2005),
donde se plantea el mecanismo de activacién del receptor, fosforilacion e internalizacién.

La Figura (6.A) refleja un diagrama esquematico del proceso, junto a un resumen esquematico
de los equilibrios establecidos en la Figura (6.B). En lineas generales, se muestra como, tras la
unién de un transmisor especifico (NE) a los receptores (R) metabotropicos de la membrana
plasmatica, se genera una cascada de proteina G (G). Una vez activa, la proteina G se une a la
fosfolipasa C (PLC) para producir IP; y DAG mediante la hidrélisis de fosfatidilinositol bisfosfato
(PIP2). Esto provoca la apertura de canales sensibles al [P; del SR, liberando Ca2*hacia el citosol.
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5.2.2.1. Activacion del ai-adrenoreceptor

Tal y como se indica en Bennett et al. (2005), el ai-adrenoreceptor puede existir en 5 estados
diferentes, en funcion de si estd unido (NER) o no (R) a su ligando (NE en nuestro caso), si esta
fosforilado (Rp o NER;) o internalizado (R;). Sin embargo, con el fin de simplificar el modelo, tan
solo consideraremos los dos primeros (NE+R y NER), descartando el resto. Podemos asi
establecer un equilibrio entre estos dos estados, modulado por K; ; = ki /k{ como ratio de los
coeficientes de disociacion.

Bajo la hipotesis de que este es un proceso rapido en comparaciéon con la fosforilacion e
internalizacion, donde NE se une rdpidamente a los receptores para formar el complejo NER,
podemos establecer la relacidn reflejada en la Ecuacidn (54). En este proceso deberemos tener en
cuenta el nimero total de receptores de superficie [Rr], parametro tomado del modelo de Bennett
etal. (2005).

[RrI[NE] (54)
NER —.
INER] = g INE]
) ®) &

NE + R=——— NER
@ 5
(ne) @’ ® /

(G;-G) =" G
/
k
/

cG degG
PIP, — DAG =IP; — Degradacidn

Figura 6. Esquema de la activacion del al-adrenoreceptory formacién de DAG e IPs.
(6.A). Diagrama esquemdtico de la liberacién de Ca2+ del reticulo sarcopldsmico (SR).
(6.B). Esquema cinético de los procesos que tienen lugar desde la unién del receptor a NE, hasta la formacién y
degradacion de IP3 y DAG.

5.2.2.2. Formacion de IPs

Una vez conocemos el mecanismo de activacion de los receptores, estudiamos el
comportamiento de la proteina G. Esta proteina es activada Unicamente por receptores
desfosforilados (R y NER), siendo mayor la activacion en el caso de unioén a receptores NER. No
obstante, se asume la existencia de activacion ante la unién a receptores R, actuando como la
responsable de la concentraciéon basal de IP; en el espacio citosoélico. El modelado de la
concentracion de proteina G ([G]) requiere conocer las tasas de activacion e inactivacion de la
misma (k, g ¥ k4,), el nimero total de moléculas de proteina G ([G7]), tal y como se muestra en la
Figura (6.B).
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En esta ecuacidn, la constante de activacién (ki) de la proteina es funcién de dos parametros.
En primer lugar, esta parte del modelo considera que no todos los receptores estaran activos y
moviles en el proceso, por lo que algunos de ellos no llegaran a participar en la sefializacién del
segundo mensajero. Por esta razdn, se incluye la relaciéon entre el nimero de receptores unidos a
ligandos y el niimero total de receptores multiplicados por el parametro &;, que representa la
fraccién de estos que son méviles.

Podemos expresarlo de manera sencilla como p, .= [NER]/¢.[R;], aunque en el modelo

disefiado se implementa la ecuacién mas compleja recogida en la Ecuacién (55) (Bennett et al,
2005; Kapela et al., 2008).

Asi mismo, se incluye el parametro §;, como la razén entre la actividad de las especies unidas al
ligando y no unidas al mismo (Ecuacién (56)), de acuerdo con las expresiones descritas en
Bennett et al. (2005) y en Kapela et al. (2008).

o= [NE][NER] )
e Eg[RT](KLG + [NED '
kgl .
%= ka,G(GT,G - G) .
d
g = kag (56 + pr,G) ([Gr] — [G]) — kqg[G]. (57)

Tal y como se indic6 previamente, la proteina G activa desencadena la activacién de la PLC,
hidrolizando el PIP; y formando IP3. Este comportamiento puede simularse incluyendo otra
ecuacion diferencial en el modelo que refleje la formacion de IPs; (Ecuacion (58)). Para ello,
incluimos también otros parametros, como la tasa de hidroélisis de IP3, definiéndola como
7,6 [PIP,], siendo [PIP;] la cantidad constante de moléculas de PIP, en la membrana plasmatica.

Otras variables requeridas seran a; como un parametro de ganancia de sefial efectiva y K.
como la constante de disociacion del sitio de union de Ca?* ala PLC. Contamos con k4.4 como la
tasa de degradacién del IP3, asi como se incluye y; = N4, v0l;1071%, como el factor de conversién
de numero de particulas a concentraciéon en unidades micromolares, considerando N4, como la
constante de Avogadro y vol; el volumen de la célula en cuestion.

Las ecuaciones Ecuaciones (58) y (59) han sido de nuevo tomadas del modelo propuesto en
Bennett et al. (2005).

- [Cal; (58)
"hé = %6 {cajri,g

d[IP;] _The
dt Yo

[PIP;] — kgegclIP3] - (59)
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Una vez estudiado el comportamiento del IP3, también debemos considerar su degradacién, la
cual produce la reposicion de PIP; en el espacio intracelular. Al igual que en el modelo de Bennett
et al. (2005), se asume la existencia de fosfolipidos en el citosol en los que se degrada el IP3, para
después fosforilarse de nuevo. Una vez devuelto a la superficie celular, obtenemos la
concentracion de PIP; presente en la membrana, la cual ya hemos comentado que consideramos
constante, descartando la ecuacién diferencial asociada a este parametro planteada en el modelo
original previo.

Sin embargo, finalizamos esta parte del modelo incluyendo otra ecuacién diferencial,
correspondiente a la concentracion de diacilglicerol en el espacio intracelular ([DAG]) (Ecuacion
(60)). Debido a que esta molécula lipidica se sintetiza a partir del IP3, su modelado matematico es
equivalente, pudiendo igualar ambas ecuaciones diferenciales (Kapela et al., 2008).

d[DAG] d[IP3] (60)

dt dt

5.2.3. Reticulo sarcoplasmico

El reticulo sarcopldsmico puede modelarse como un sistema tubular organizado en pequenas
cavidades funcionalmente independientes, conteniendo en ellas receptores especificos de
moléculas como IP3; y rianodina. Partiendo del modelo planteado por Yang et al. (2003a), se
genera un sistema representativo del reticulo sarcoplasmico dividido en dos compartimentos.

El primero de ellos se considera el compartimento de captacion, incluyendo una bomba SERCA o
Caz+-ATPasa. Las ecuaciones descritas para este primer compartimento son tomadas del modelo
de Kapela et al. (2008). La constante de Michaelis (K, ;) presente en la corriente de la bomba
(Isgrca) (Ecuacion (61)). es adaptada a los valores fisioldgicos planteados en el modelo de (Miller
& Carsten, 1996). Por otra parte, la corriente I se incluye con el fin de disminuir la
heterogeneidad espacial del depésito intracelular de Ca2+, actuando como un aumento en la
permeabilidad entre ambos compartimentos del reticulo (Ecuacion (62)). Ademas, se incluye una
fuga de calcio en forma de corriente (I..;) para evitar concentraciones excesivas de Caz* en el
reticulo sarcoplasmico (Ecuacién (63)). La Ecuacién (64) representa la concentracion de calcio en
este compartimento de captacidn.

I _ Isgrea [Cal; (61)
SERCA [Ca]l' + Km,up .
L= ([Caly, — [Cal,)zcqFroly, (62)
tr Ter .
_ (R120 + Riear)([Caly — [Cal)zcqFrol, (63)
rel — .
Trel

d[Cal, _ Isgrca = ler — Iip3 (64)

dt ZcqFvol,
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El segundo compartimento considerado es el de liberacién, que incluye el subsistema del
receptor de rianodina. La ecuacién diferencial de este compartimento también es tomada del
modelo propuesto en Kapela et al., (2008) (Ecuacion (65)).

- -1
d[Ca], _ Iy — I1p3 <1 + [CSONKcson] ) (65)
dt zcqFvol, (Keson + [Cal,)’

5.2.3.1. Receptor de rianodina

El receptor de rianodina incluido en el compartimento de liberacién del reticulo sarcoplasmico
plantea un modelo cinético que consta de 4 fases diferenciadas, definidas en el modelo Yang et al.,
(2003). Estas fases representan los receptores libres (Roo), los receptores con Ca?+ unido a zonas
de activacion (R1o), con Ca2* unido a zonas de inactivacién (Ro1), y con Ca2* unido a zonas tanto de
activacion como de inactivacién (R11). Se considera que la probabilidad de apertura de canales de
liberacién de calcio controlados por el receptor de rianodina depende principalmente de Rio.
Ademas, se considera la suma de los cuatro estados o probabilidades igual a 1. Despejando Roo de
esta expresion obtenemos la Ecuacion (66). De esta manera el sistema de cuatro ecuaciones se
reduce a uno de tres, donde las Ecuaciones (67-69) representan las ecuaciones diferenciales para
el resto de estados y la relacidn entre todas ellas se muestra en la Figura (7) (Yang et al.,, 2003)).
Debemos considerar que las tasas de activacion e inactivacién son dependientes, asi como que la
union a los sitios de activacion resulta mas rapida que a los sitios de inactivacion.

66,
Roo =1—Rpy — Ryo — Ry1. (66)
dRyq 67
dr Ky;[Cal;Ropo + K_1Ry1 — (K—rz + Ky [Ca]lz)Rm- (67)
dRq 68
ar Kr1[CalfRoo — (K_y1 + Krp[Cal)Ryo + K_y2R11 . (68)
dR14 69
b Ky2[CaliRyo — (K_pq + K_2)Ry1 + K1 [CalfRo; - (69)
Krl[ca2+]iz
Roo R
K—rl
K—rZ KTZ [Caz-'—]i2 K—rZ KrZ [Ca2+]'12
Krl[Ca2+]12
Ryq Ry
K_rq

Figura 7. Representacidn del modelo cinético de cuatro estados del receptor de rianodina.

51

——
| —



5.2.3.2. Receptor de IP;

El IP3 generado se difunde al espacio intracelular para llegar a sus receptores (IP3R), localizados
en el reticulo sarcoplasmico. La corriente inducida por IP3 (I;p3) es adaptada por Kapela et al,,
(2008) a partir del modelo reflejado en Bennett et al. (2005), donde K, ;p3 €s la constante de
disociacion del Ca2+ a las zonas de activacion del receptor de IP3. Asi mismo, definimos una
ecuacién diferencial adicional (Ecuacion (71)), que incluye parametros como las tasas de unién
del Ca?* a la zona inhibitoria del IP3R (K;,p, ;p3) y su tasa constante de disociacion correspondiente

(Kinh,IP3)'

_ [1P5] [Cal; )3 (70)
Iips = Iip3ze V0l  F h Cal,, — [Cal,).
P3 1P3ZcaV0lcq ([1P3] T Kipa [Cal; + Kavars ip3 | ([Caly, —[Caly)
dh;ps 71
T kon1p3 (Kinh,IP3 - ([Ca]i + Kinh,IPS)hIPS) . (71

5.2.4. Contraccion inducida por Caz+*

El sistema contractil de una SMC es activado por un aumento del [Ca2*]; originado por la
liberacion de Ca2* del reticulo sarcoplasmico. Este proceso se inicia con la uniéon de Ca?+ a
calmodulina, activando la quinasa de cadena ligera de miosina. Esto permite la fosforilacion de la
miosina, de manera que esta actde con la actina y generen la fuerza contractil en las SMC (Bennett
etal., 2005).

En el modelo planteado, la miosina se denota como M, la miosina fosforilada como Mp y la actina
como A, por lo que la actina unida a miosina fosforilada es AMp. El modelo de contraccién
representado es simple e incluye los coeficientes de conversidn, siendo ki dependiente de [Caz+];,
mientras que kz, ks y ks son valores constantes. La expresién de ki viene dada por la siguiente
relacion, k; = k,,([Ca?*];)", donde k,y n son constantes determinadas por Bennett et al. (2005),
al igual que el resto de ecuaciones y parametros. La Figura (8) muestra el proceso simulado.

Figura 8. Esquema de la cinética de la contraccion inducida por Ca?*.

d

% = ko ([Mr] — [AMp]) — (kq + k) [M]. (72)
d

[IZI:IP] — k3([MT] — [M]) — (k3 + k4)[AMP] ) (73)
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De las Ecuaciones (70-71) extraemos la concentracién total de miosina (Mr), de acuerdo con la
relacion [M;] = [M] + [Mp] + [AMp], igualandola a 1 en unidades arbitrarias. De acuerdo con
Bennett et al. (2005), la fuerza contractil de la célula es proporcional a [AMp], lo cual tendremos
en cuenta para discusiones futuras.

5.2.5. Balances iénicos

Por ultimo, se incluyen en el modelo los balances iénicos para las principales especies i6nicas
presentes en el citosol: potasio, sodio, calcio y cloro. Tanto las ecuaciones como los parametros
son tomados de nuevo de Kapela et al. (2008). Las Ecuaciones (72, 74, 75, 76) representan las
corrientes totales de cada especie idnica, mientras que las Ecuaciones (73, 77) muestran las
ecuaciones diferenciales correspondientes a las concentraciones de calcio y cloruro intracelular.
No se incluyen las ecuaciones diferenciales para el sodio y el potasio intracelular, puesto que ya se
ha comentado que estas las consideraremos constantes en el modelo planteado.

74
Icatotm = Isoccca + Ivoce — 2Inex + Ipmca + Icansc - (74)
. = _ -1
d[Cali __ Icatorm + Iserca — Irer — Iip3 [ScmlKq 4 [BrlKq4p (75)
dt ZcaFvole, (Kq +[Cal)?  (Kgp + [Cal;)?
76
Inatorm = INaxct + Isocna + 3Invax + 3Inex + Inansc - (76)
77
Ixtorm = INakct + Ikv + Inkca + Ixknsc + Ikieak — 2Inak- (77)
78
Icitotm = I§hke + lcica - (78)
d[Cl]i _ ICltotm (79)

dt B _ZClFUOIi '

5.3. Especificaciones del modelo computacional

5.3.1. Condiciones iniciales

A la hora de disefiar e implementar el modelo, es necesario definir unas condiciones iniciales
que simulen la fisiologia de la SMC en el estado estacionario. El proceso de adaptar dichas
condiciones se realiza en dos pasos. En el primero de ellos, se fijan las condiciones iniciales de
cada una de las 22 ecuaciones diferenciales a los valores extraidos de Kapela et al. (2008) y
Bennett et al. (2005), o a los valores predeterminados en funciéon de las condiciones que
queramos simular. Algunas de ellas son expresadas como constantes, mientras que otras son el
resultado de resolver las ecuaciones correspondientes.

El conjunto de todas ellas se recoge en un vector almacenado en un script de Matlab (Script (1)).
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V,, = —59.4mV; Ry, = 0.995; Ry = 0.0033; Ry; = 4.0 x 10~; [Cal, = 0.66 mM;

[Cal, = 0.57 mM; [Ca]; = 68nM; PSOC = 0; [Cl]; = 59.4 mM; [IP;] = [DAG] =0 .

dy=—— ;i f, = - $Px = X ‘
1+ exp (_ %) 1+ exp (W) 1+ exp <—W>
1.0 1.0
hypg = [Ca]li(i:_h}l(:mm; _The (IZZG[C-;][ica]i); [M] = kykyxkMr; [AMp] = kiksxMr.

Estas variables incluyen otros parametros que se recogen a continuacion.

k IP.
V1 = —417logso([Cal) — 1282; 1y = deosallPal,

2KCa [PIP,]

ky = kpn([Cal)™; « = (kiks + kiky + koky) ™.

La segunda parte del procedimiento de fijaciéon de condiciones iniciales consiste en implementar
un script de Matlab (Script (2)) que permita ejecutar el modelo completo, para las condiciones
iniciales que acabamos de determinar, durante un periodo temporal largo (101° ms). Esto permite
determinar el comportamiento del modelo en su estado estacionario (stationary state, SS),
ajustando las condiciones iniciales de cada ecuacién diferencial al valor que toman en el punto
final de la ejecucion. De esta manera, garantizamos que, cuando volvamos a ejecutar el modelo
con un protocolo especifico, las condiciones iniciales aseguren que el modelo parte de una
situacion en la que se encuentra en equilibrio, es decir, que ante las mismas condiciones, la
solucion de las ecuaciones diferenciales permanece constante.

5.3.2. Parametros y adaptaciones del modelo

Los parametros fijados en el modelo implementado son tomados de diversas publicaciones y
modelos previos, ya indicados conforme se han descrito cada una de las ecuaciones. No obstante,
algunos de ellos se han modificado para adaptar el modelo a los objetivos propuestos. El valor de
todos ellos se recoge en la Tabla (3), asi como el c6digo empleado en Matlab en el Script (3).

Junto a estos parametros, destacamos un conjunto de hiperparametros del modelo, recogidos en
la Tabla (4). Los hiperpardmetros son aquellas variables que modificamos manualmente o
mediante protocolos experimentales al aplicar el modelo. De esta manera, conseguiremos adaptar
ciertas condiciones para poder representar y analizar diversos protocolos.

Por ejemplo, los hiperparametros basicos del modelo seran el tiempo maximo en el que se

ejecutara el modelo (Twmax), asi como los valores de las concentraciones de Cl, y NE (Clostimulation,
NEstimulation) que se aplicardn como estimulaciones en los protocolos elegidos.
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También incluiremos en este grupo de hiperparametros el valor del factor Ay, presente en la
corriente del transportador de cloruro. Este factor, que multiplica a la diferencia entre las
concentraciones de cloruro extra e intracelulares, sera ajustado de manera automatica para que el
valor de la corriente Igic, iguale a la de Iyq ante diferentes condiciones iniciales de cloruro, de
manera que esta parte del modelo se encuentre en equilibrio en el estado estacionario.

Otras variable que consideraremos como hiperpardmetro serd Pqj;, actuando como factor de la

corriente Icica. Podremos modular su valor a lo largo de los protocolos para estudiar las
variaciones del modelo ante diferentes concentraciones de cloruro intracelular iniciales.
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Tabla 3. Parametros del modelo

Parametro Valor Significado Fuentes
ZK, ZNa, ZCa, ZCl 1,1,2,-1 Valencia de iones: K+, Na+, Ca2+, Cl- (Kapela etal,, 2008) ‘
Nav 6.022x1023 Constante de Avogadro (Kapela et al.,, 2008)
R 8341.0 mJ/mol K | Constante de gases (Kapela etal, 2008)
F 96487.0 C/mol Constante de Faraday (Kapela et al.,, 2008)
T 293.0K Temperatura absoluta (Kapela etal, 2008)
Cm 25 pF Capacitancia de la membrana plasmatica (Kapela et al,, 2008)
Am Cm/106 cm? Area de la membrana plasmética (Kapela etal,, 2008)
[Ca]o 2.0 mM Concentracion extracelular de Ca2+ (Kapela et al,, 2008)
[Na]o 140.0 mM Concentracion extracelular de Na* (Kapela etal,, 2008)
[K]o 5.0 mM Concentracion extracelular de K+ (Kapela et al,, 2008)
[C1]o 129 mM Concentracién extracelular de ClI* (Kapela etal, 2008)
[Na]i 8.4 mM Concentracion intracelular de Na* (Kapela et al,, 2008)
[K]i 140 mM Concentracién intracelular de K* (Kapela etal, 2008)
voli 1pL Volumen del espacio intracelular (Kapela et al., 2008)
volca 0.7 pL Volumen del espacio intracelular disponible para | (Kapela etal.,, 2008)
Caz* libre
volu 0.07 pL Volumen del compartimento de captacion (Kapela et al,, 2008)
volr 0.007 pL Volumen del compartimento de liberaciéon (Kapela etal,, 2008)
Pvocc 1.88x10-5 cm/s Permeabilidad de la célula completa (Lozinskaya & Cox,
1997)
d, fL Dependientes de | Tasas de activacién e inactivacion en estado | (Lozinskaya & Cox,
Vi estacionario 1997)
T, Tf, Dependientes de | Constantes temporales de activacion e | (Lozinskaya & Cox,
Vi inactivacion 1997)
PBkca 3.9x10-13cm3/s Permeabilidad a través de un tinico canal (Mistry & Garland,
1998)
Ngkca 6.6x106 cm-2 Densidad del canal (Smirnov et al., 1998)
Do Dependiente de | Probabilidad de apertura en estado estacionario (Benham et al., 1986)
Vi
V1/2Kca Dependiente de | Potencial de media activacion (Yang et al., 2005)
Caz+
Tppr Tp, 0.84 ms, 359 ms | Constantes temporales de activaciéon rapida y | (Yangetal, 2005)
lenta
EKv 1.35nS Méxima conductancia de la célula completa (Luetal, 2001)
Tk Dependiente de | Constante temporal de activaciéon (Lu etal, 2001)
Vm
Px, q Dependiente de | Tasas de activacidn en estado estacionario (Luetal, 2001)
Vm
Tq Tqy 371 ms, 2884 ms | Constantes temporales de inactivaciéon rapida y | (Luetal, 2001)
lenta
EKleak 0.067 nS Conductancia de la célula completa (Nelson & Quayle,
1995)
Knsc 3x103 mM Concentracion de DAG para la mitad de la maxima | (Baré & Eisner, 1995)
activacion
Pnansc 5.11x107cm/ms | Permeabilidad de Na+ de la célula completa (Inoue etal, 2001)
Pknsc Pnanscx 1.06 Permeabilidad de K+ de la célula completa (Inoue etal,, 2001)
Pcansc Pnanscx 4.54 Permeabilidad de Ca* de la célula completa (Inoue etal, 2001)
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dnscmin

0.0244

Activacion de constituyentes

(Inoue etal,, 2001)

Ponsc Dependiente de | Inhibicién de voltaje (Inoue etal, 2001)
Vi
Pminnsc 0.4344 Valor minimo de inhibicién de voltaje (Kapela etal,, 2008)
gsocca 0.0083 nS Conductancia de Ca?* para la célula completa (Albert & Large, 2003)
gs0CNa 0.0575nS Conductancia de Na2* para la célula completa (Albert & Large, 2003)
Ksoc 0.0001 mM Concentraciéon de Ca2? para la mitad de la | (Arnon etal, 2000)
activacion
Hsoc 1 Coeficiente de Hill (Kapela etal, 2008)
Tsoc 100 ms Constante temporal para activaciéon de SOC (Kapela et al.,, 2008)
Ncica 2 Coeficiente de Hill (Matchkov et al,
2004)
Kcica 365x10-¢ mM EC50 para la activacion dependiente de Ca2+ (Large & Wang, 1996)
Tomca 5.37 pA Maxima corriente a través de la bomba de calcio (Kapela etal,, 2008)
Km,pmca 170x10-6 mM Constante de Michaelis (O’Donnell & Owen,
1994)
[TS‘CM] 0.1 mM Concentracién de calmodulina (Fink et al, 1999;
Wang, 1985; Yang et
al, 2003)
Ka 2.6x10-4 mM Constante de disociacién de calmodulina (Fink et al, 1999;
Wang, 1985; Yang et
al, 2003)
gNCx 0.000487 nS Factor de escala (O’Donnell & Owen,
1994)
e 2.3083 pA/pF Méxima densidad de corriente Na+/K* (Kapela et al.,, 2008)
Kako 1.6 mM Constante de saturacién media de K+ (Nakamura et al,
1999)
Kanao 22 mM Constante de saturacién media de Na* (Nakamura et al,
1999)
NHKo 11 Coeficiente de Hill para Ko* (Nakamura et al,
1999)
NHNai 1.7 Coeficiente de Hill para Nai* (Nakamura et al,
1999)
kp,G 0.1x10-3 Tasa de fosforilacién del receptor (Bennett et al., 2005)
[R1] 2x104x¢¢ Ntmero total de receptores méviles (Kapela et al,, 2008)
Kic 0.01 mM Constante de  disociacion del receptor | (Kapelaetal, 2008)
desfosforilado
T 0.85 Fraccion de receptores moéviles (Kapela et al,, 2008)
[Gr] 1x105 Numero toral de proteinas G (Kapela et al., 2008)
Kdeg,6 1.25%10-3 1/ms Tasa de degradacion de IP3 (Kapela et al., 2008)
Kac 0.17x10-31/ms Tasa de activacién de la proteina G (Kapela et al,, 2008)
ka6 1.5x10-3 1/ms Tasa de inactivacion de la proteina G (Kapela et al,, 2008)
Kee 0.4x10-3* mM Constante de disociaciéon para la unién de Ca%*a | (Kapelaetal, 2008)
PLC
ag 2,781x10-81/ms | Parametro de ganancia de sefial efectiva (Kapela et al,, 2008)
Ye Navx voli x 10-15 Factor de conversion de unidades de PIP2 a | (Kapelaetal, 2008)
concentraciéon mM
PIP2 5x107 Concentracién constante de PIP2 (Kapela et al.,, 2008)




Ter 1000 ms Constante de activacion (Kapela etal,, 2008)
Tl 0.0333 ms Constante de activacion (Kapela et al., 2008)
Km,up 0.001 mM Constante de Michaelis para la bomba de calcio (Miller & Carsten,
1996)
Kieak 1 Parametro para el reticulo sarcoplasmico (Yang et al., 2003a)
Tserca 3.34x%(1+Kieak) pA | Max. corriente de entrada del reticulo | (Kapelaetal,2008)
sarcoplasmico
Rieak 1.07x10-5(Kieak) Parametro de pérdida (Camello et al,, 2002)
Kcson 0.8 Mm Afinidad de union a calsecuestrina (Volpe et al.,, 1994)
[CSQN] 15 Mm Concentracién de calsecuestrina (Jafri etal., 1998)
Kr1, Kr2 2500, 1.05 1/(ms | Factores del receptor de rianodina (Kapela etal, 2008)
mMz2)
K1, K2 0.0076, 0.0840 | Factores del receptor de rianodina (Kapela et al., 2008)
1/ms
I;ps 2880x10-6 Tasa constante de liberacion de Ca2* por IPsR (Fink et al,, 1999)
mM/ms
Kact,1p3 0.17x10-3 mM Constante de disociacion para los sitios de | (Finketal, 1999)
activacion
Kinh,1p3 0.1x10-3 mM Constante de disociacion para los sitios de | (Finketal, 1999)
inhibicién
Kip3 0.12x10-3 mM Constante de disociacién para la uniéon de IP3 a | (Fink etal,, 1999)
IPsR
Kon,ip3 1.4 1/(mM ms) Tasa de unién de Ca2*a la zona inhibitoria (Fink et al., 1999)
Mt 1 Concentracion total de miosina (Bennett et al., 2005)
Km 8x109 Tasa de fosforilacion (Bennett et al., 2005)
1/(mM4*ms)
n 4 Exponente del calcio (Bennett et al., 2005)
ka2 5x10-41/ms Tasa de desfosforilacion (Bennett et al., 2005)
ks 4x1041/ms Tasa de unién (Bennett et al.,, 2005)
ks 1x1041/ms Tasa de separacion (Bennett et al., 2005)
[BF] 0.1 mM Concentracion total de buffers (Kapela et al.,, 2008)
Kas 5.298x10-*mM Afinidad de unién promedio a otros buffers (Kapela etal, 2008)

Tabla 4. Hiperpardmetros del modelo.

Tmax Tiempo en ms Tiempo maximo de simulacién
NEstimulation, 1uM Concentracién de NE aplicada en los protocolos
Clostimulation 129 mM Concentracion de Clo aplicada en los protocolos

Ap

Fijado experimentalmente

Factor de la corriente de la bomba de Cl-

Pai

1.04x10-8

Factor de ajuste de la corriente de los canales de Cl-




5.3.3. Métodos numéricos

Se ha considerado un modelo biofisico que simula varios aspectos de la regulacién del potencial
de membrana y el calcio en el musculo liso vascular. Dicho modelo esta formado por 22
ecuaciones diferenciales ordinarias de primer orden en las que la variable independiente es el
tiempo y las variables dependientes son las siguientes:

Potencial de membrana en mV (V) (Ecuacién (11))
Probabilidad de apertura de los canales VOCC (d.) (Ecuacion (17))
Probabilidad de inactivacion de los canales VOCC (fi) (Ecuacion (18))
Probabilidad de apertura de los canales Ky (pk) (Ecuacién (29))
Probabilidad de inactivacidn rapida de los canales K, (q1) (Ecuacién (31))
Probabilidad de apertura de los canales BKc. (pr) (Ecuacion (24))
Probabilidad de cierre de los canales BKca (ps) (Ecuacién (25))
Fraccion de receptores de rianodina con calcio en sitios de activacién (Ro1) (Ecuacién (67))
Fraccién de receptores de rianodina con calcio en sitios de inactivacién (R1o) (Ecuacion (68))
. Fraccién de receptores de rianodina con calcio en sitios de activacion e inactivacién (Ri1)
(Ecuacion (69))
11. Concentracion de calcio en el compartimento de captaciéon en mM (Ca.) (Ecuacion (64))
12. Concentracién de calcio en el compartimento de liberacién en mM (Ca,) (Ecuacién (65))
13. Concentracién de calcio intracelular en mM (Ca;) (Ecuacién (75))
14. Probabilidad de inactivacién lenta de los canales Ky (q2) (Ecuacién (32))
15. Probabilidad de apertura de los canales SOC (Psoc) (Ecuacion (44))
16. Concentracion de cloruro intracelular en mM (Cli) (Ecuacién (79))
17. Descripcion cinética del receptor de IP3 (hips) (Ecuacion (71))
18. Formacidn de proteina G activa (G) (Ecuacién (57))
19. Formacidn de IP; (IP3) (Ecuacidn (59))
20. Formacién de DAG (DAG) (Ecuacion (60))
21. Concentracion de miosina (M) (Ecuacién (72))
22. Concentracion de actina unida a miosina fosforilada (AMp) (Ecuacion (73))

O 0N E WD
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Este sistema diferencial de primer orden con 22 ecuaciones no lineales no puede ser resuelto de
forma analitica debido a la complejidad que presenta la no linealidad de sus ecuaciones y la
interdependencia entre variables. Por estas razones, se busca una resolucién numeérica como
alternativa. Debido a la rigidez del problema, descartamos la utilizacién de métodos explicitos.
Estos algoritmos suelen sufrir restricciones en términos de estabilidad. Decidimos no emplearlos
ya que su region de estabilidad es acotada, lo que nos obligaria a tomar tamafios de paso muy
pequefios y, consecuentemente, el coste computacional seria muy alto. Por otra parte, los métodos
lineales multipaso implicitos se diferencian de los explicitos al emplear informacién de pasos
anteriores, en lugar de solo el paso previo, para el calculo de la solucién en el siguiente instante.
Se basan en aproximaciones polinémicas y logran precisiones superiores que los métodos que
emplean un dnico paso.

Dado el conjunto de ecuaciones no lineales que planteamos, elegimos trabajar con métodos con
regiones de estabilidad no acotadas, como por ejemplo las férmulas de diferenciacidn hacia atras
conocidas como BDF. Tal y como se coment6 en el Capitulo 3, estos son una familia de métodos
lineales implicitos de integracién numérica basados en la aproximacién de la derivada de una
funcién en un punto, empleando para ello la informacién de pasos previos.
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De esta manera, el modelo fue implementado en el entorno de programaciéon de Matlab,
empleando un script que recoge todas las ecuaciones diferenciales, definido en forma de funcién,
junto a un codigo principal que permite ajustar los hiperpardmetros (NEstimulation,
Cl_ostimulation, TMAX) de cada ejecucion, asi como obtener diversas graficas (Script (4)).

Las ecuaciones diferenciales han sido resueltas con odel5s, método empleado para la resolucién
de problemas rigidos basado en una combinacién de los métodos BDF de orden 1 a 5 (L.
Shampine, 2016; L. F. Shampine et al.,, 1999). El método odel5s nos permite integrar un sistema
entre un tiempo inicial ¢, hasta un tiempo final tfcon unas condiciones iniciales yy, de acuerdo con
la siguiente sintaxis:

[ty] = odel5s(odefun,tspan,y0)

Los resultados ofrecidos por odel5s contienen un vector con los instantes de tiempo en los que
se ha evaluado la solucién (t) y una matriz (y) donde cada columna representa los valores de las
variables dependientes en dichos instantes de tiempo. Debido a las caracteristicas de nuestro
problema, esta matriz tendra 22 columnas y tantas filas como instantes de tiempo decidamos
definir.

El método escogido emplea un esquema de paso temporal variable, por lo que ajusta de manera
automatica el tamafio de paso conforme a la suavidad y variabilidad del modelo presentado. Asi
mismo, resulta adecuado para la resolucion de EDOs rigidas ya que ajusta el orden de los métodos
BDF segun la rigidez del problema, manejando sistemas con pasos de integracién relativamente
grandes sin comprometer la estabilidad numérica, ya que emplea regiones no acotadas de
estabilidad ( L. F. Shampine et al.,, 1999; L. Shampine, 2016).
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Capitulo 6.

Resultados obtenidos

6.1. Estado estacionario

Tal y como se comenté previamente, antes de ejecutar cualquier protocolo sobre el modelo, se
deberan asegurar ciertas condiciones que garanticen que el modelo parte de su estado
estacionario. En el contexto de un modelo computacional, el estado estacionario se refiere al
estado en el que el sistema modelado y sus variables no cambian con el tiempo. En otras palabras,
las propiedades del sistema se mantendran constantes y no experimentardn cambios
significativos. Estas condiciones pueden resultar de gran interés para comprender el
comportamiento a largo plazo de un sistema, ademas de para realizar un andlisis cuantitativo del
modelo y obtener predicciones mas precisas.

Siguiendo estas ideas, se disefia el Script (2) para determinar las condiciones que aseguraran el
estado estacionario del modelo antes de la implementacion de cada protocolo. A pesar de que en
cada experimento se aplicaran variaciones en algunos parametros, las condiciones de reposo se
calcularan siempre siguiendo este ejemplo. El programa disefiado ejecuta el modelo completo,
fijando los siguientes hiperparametros:

-  TMAX=3.6x106 ms
- NE_stimulation = 0 mM
- Clo_stimulation = 129.0 mM

Dicho programa establece un tiempo de ejecucién largo (1 hora), junto a unas condiciones
fisiolégicas de cloruro extracelular (129 mM) y en ausencia de estimulacién con NE. El
hiperparametro A, se ajusta de manera automatica, en funcion de las condiciones iniciales
introducidas por defecto, como resultado de igualar las corrientes Icica € Inc con signo opuesto y
despejar el factor Ay de dicha expresion.

De esta manera, el modelo se ejecuta completo y se almacenan los resultados en una matriz,
donde cada una de sus columnas representa una variable y cada una de sus filas recoge la
resolucion en los instantes de tiempo en los que se ha evaluado. Para determinar las nuevas
condiciones iniciales, se realiza la media de los ultimos 15 valores obtenidos para cada variable;
pasando este resultado a ser el conjunto de nuevas condiciones. La Tabla (5) almacena las
condiciones iniciales actualizadas tras ejecutar el programa, donde se puede apreciar cdmo
algunas se han modificado ligeramente con respecto a las condiciones propuestas en el modelo
original de Kapela et al, (2008). Esto es algo esperable, ya que hemos realizado sucesivas
modificaciones sobre este modelo, por lo que las condiciones de equilibrio deben reajustarse
antes de iniciar un nuevo protocolo.
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Tabla 5. Condiciones iniciales fijadas a partir del estado estacionario.

Condicion

. -55.13 0.00 0.81 0.05 0.74 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.84
inicial

Condiciéon

. 0.81 79.9 0.00 | 1.2:104 | 54.16 0.56 0.00 0.00 0.00 0.99 0.00
inicial

Con el fin de mostrar la estabilidad del sistema, también se muestra en la Figura (9) la respuesta
temporal del programa disefiado para cada una de las variables consideradas en el modelo. Aqui
se indican las unidades de medida de cada una de ellas.
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Figura 9. Resultados del modelo en el estado estacionario.

Los resultados obtenidos muestran como cada una de las variables se estabiliza a lo largo del
tiempo, sufriendo ciertas oscilaciones antes de alcanzar sus respectivas condiciones de estado
estacionario. Dichas oscilaciones pueden ser provocadas por distintos factores, entre ellos, la no
linealidad de las ecuaciones o la retroalimentacion del sistema considerado. Debido a que el
modelo cuenta con ecuaciones diferenciales no lineales complejas, los resultados dan lugar a
comportamientos dindmicos oscilantes antes de su estabilizacion. Esto puede verse en variables
como el potencial de membrana, cuya ecuacién depende de hasta 10 corrientes diferentes del
modelo, cada una de ellas con una expresion muy diferente y en cualquier caso no lineal. También
se aprecia en ecuaciones como las correspondientes al calcio, las cuales presentan dependencias
con varios factores o componentes del modelo. Esto genera un sistema realimentado cuyo control
no resulta sencillo.
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En cualquier caso, las condiciones de estado estacionario obtenidas se han dado para unos
parametros concretos obtenidos de modelos previos con enfoques distintos, por lo que la fijaciéon
de estas condiciones iniciales especificas también supone un factor que puede generar
perturbaciones en el sistema. No obstante, conocer como se obtiene el equilibrio del sistema
constituye el primer paso para la generaciéon de los siguientes resultados. En definitiva, estas
condiciones representan el equilibrio biolégico esperado, por lo que la informaciéon que
proporcionan se corresponde con una situaciéon de funcionamiento normal y estable bajo los
valores iniciales considerados. Partiendo de estas condiciones, el conocimiento de las mismas
permitird comprender cdmo se comporta el sistema en condiciones de estabilidad y comparar los
posibles cambios o resultados de sucesivos experimentos basdndonos en esta situacion inicial y
estable.

6.2. Protocolo A: Cambios en la contraccion y en el potencial de
membrana ante diferentes [Cl];

El primer protocolo implementado propone investigar las variaciones en el comportamiento del
modelo ante distintas concentraciones de cloruro intracelular. Experimentalmente, se ha
encontrado evidencia de que la respuesta contractil de las arterias BPN y BPH ante la
estimulacién por NE depende de forma muy diferente de la concentracidn de cloruro utilizado en
los experimentos. Si se utiliza una concentracion de 0 Cl- extracelular, la contraccién en BPN es un
50% mas pequefla que en condiciones de Cl- fisiolégico, mientras que en BPH apenas se ve
modificada. La Figura (10) muestra estos resultados, junto al porcentaje de inhibiciéon en cada
caso cuando se hacen los experimentos en 0 CI-.

Una hip6tesis razonable es asumir que la diferencia en la respuesta puede ser debida a que los
ratones BPN y BPH tienen diferentes concentraciones de cloruro intracelular, y es precisamente la
plausibilidad de esa hipétesis la que se pretende explorar con este protocolo.

% Inhibition (0 CI-)
I Control 757
Phe 10 uM 6 0Cl, T,
BPN 5 A,
é 501
x4
£
10 min C|°-fl'ee BPH g 21
D
g . )
BPN BPH BPN BPH

Figura 10. Resultados experimentales en ratones BPN y BPH controles y en condiciones de 0 CI- (Unpublished).
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Para comprobar esta hipdtesis de manera computacional, se modela la situacién experimental
mediante la eliminacién de una ecuacién diferencial, la correspondiente a la concentraciéon de
cloruro intracelular. De esta manera, partiremos de un sistema de 21 ecuaciones diferenciales que
sera resuelto con los mismos métodos nombrados anteriormente. Se empleara esta adaptacién
del sistema, fijando diferentes valores de [Cl]i que permaneceran constantes durante la ejecucion
y que permitiran explorar distintas situaciones. Estos valores se almacenan en el siguiente vector,
donde las concentraciones estan expresadas en unidades milimolares (mM).

CLip =[100, 85, 70, 55, 40, 25, 10, 5]
El programa se adaptara con los siguientes hiperparametros:

- TMAX=2x106 ms
- NE_stimulation = 0.001 mM
- Clo_stimulation = 129.0 mM

De igual manera que se explicé para el estado estacionario, el valor de Ay en la corriente del
transportador de cloruro se fija de manera automatica considerando un factor Pg;i en la corriente
de los canales de cloruro activados por calcio de 2x10-6, obtenido mediante métodos
experimentales para garantizar la estabilidad del sistema. Con estas condiciones, se aplicard un
pulso de NE de 0.001 mM entre los 500 y 1500 segundos de un protocolo cuya duracién total es
de aproximadamente media hora, de manera similar a como se realiza en los experimentos
realizados en el laboratorio.

La aplicaciéon de este pulso se muestra graficamente en la Figura (11), donde se puede observar
cémo el NE es nulo al inicio y al final del protocolo, mientras que en la parte central se aplica el
pulso cuadrado cuya concentraciéon viene dada por el valor fijado con el hiperparametro
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Figura 11. Pulso de NE aplicado durante el Protocolo A.
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Este programa se ejecutara tantas veces como distintas concentraciones de cloruro intracelular
se consideren, obteniendo los resultados de manera iterativa para cada uno de los valores
elegidos de [Cl];, tras fijar inicialmente un cloruro extracelular alto ([Cl-], = 140 mM) para todos
ellos.

Por otro lado, siguiendo el enfoque adoptado en los experimentos, se modelara la situacién de 0
cloruro eliminando las dependencias de cloruro de todas las ecuaciones del modelo en las que
participe (se asume en este proceso que al eliminar el cloruro extracelular, en el estado
estacionario también sera cero el cloruro intracelular). Concretamente, se eliminaran los canales
de cloruro activados por calcio y la adaptacion del sistema de transporte activo de cloruro. Por lo
tanto, la corriente Ig ya no participard en el mantenimiento del potencial de membrana y la
expresion del mismo quedara conforme se muestra en la Ecuacién (80).

ddL;n = . (Ivoce + Ixv + Ipkca + Ixiear + Insc + Isoc + Ipmca + Inax + Incx) - (80)

Los resultados obtenidos con el Protocolo A se muestran en la Figura (12), reflejando la
evolucion temporal de la contraccion y del potencial de membrana para distintas concentraciones
de [Cl];. También se muestra la respuesta de ambas variables aplicando el sistema disefiado con 0
Cl. En cualquier caso, se considera en el modelo la ecuacién diferencial de la actina unida a
miosina fosforilada (AMp) suficientemente representativa de la fuerza contractil de la célula
(Bennett et al., 2005), por lo que de aqui en adelante se empleara esta variable para demostrar la
evolucion de la contraccién en el protocolo.

En la Figura (12.A) se representa la contraccién en unidades arbitrarias en la grafica superior,
junto al potencial de membrana en mV en la inferior. De esta manera, podemos apreciar la
variaciéon en la respuesta de estas variables ante diferentes valores de [Cl]; considerados
constantes durante el protocolo. Durante los primeros instantes, el sistema parte de unas
condiciones iniciales determinadas por el estado estacionario, las cudles seran diferentes para
cada valor de [Cl]:. Por ello, podemos apreciar cdmo, ante [Cl-]; bajos, el potencial de membrana
estd mas hiperpolarizado. Sin embargo, conforme aumentamos las concentraciones de cloruro
intracelular, el potencial se despolariza cada vez mas. El cambio total entre la concentracién
mayor (100 mM) y la menor (5 mM) en condiciones de reposo es de apenas 1.5 mV en el potencial
de membrana, pero esta variaciéon ya resulta suficiente para apreciar ligeros cambios en la
respuesta contractil en reposo.

Al aplicar el pulso de NE , las diferencias son mayores, pudiendo observar cémo, en cualquier
caso, el potencial se despolariza, provocando un consecuente cambio en la contracciéon de la
célula. Ademas es evidente que la magnitud de la respuesta es proporcional a la concentracion de
cloruro intracelular.

En la Figura (12.B) se representa la relaciéon obtenida entre las concentraciones de cloruro

intracelular y la contracciéon obtenida con cada uno de ellos. La concentracién se representa en
unidades arbitrarias, siendo 1 la contraccién obtenida con 0 cloruro.
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Figura 12. Resultados obtenidos con el Protocolo A.
(12.A). Evolucién temporal de la contraccion (AMP) y del potencial de membrana (Vm) para distintos valores de [Cl-]iy en
condiciones de 0 Cl-, tras la aplicacién de un pulso de NE.
(12.B). Relacién de la respuesta contrdctil obtenida para distintos valores de [CI-]i y su correspondencia en los modelos
BPN y BPH.

En la grafica puede observarse que una de las concentraciones de cloruro intracelular produce
una contracciéon idéntica al 0 cloruro, la correspondiente a [Cl-]i de 10 mM. Valores de cloruros
por debajo de 10 mM producen contracciones inferiores y por encima de 10 mM, contracciones
mayores. Si las arterias de los ratones BPH tuvieran un [Cl-]; de 10 mM, la contraccién en 0 cloruro
seria similar a al control. Por otra parte, si los ratones BPN tuvieran un cloruro elevado (v.g. 55
mM), la contraccién se inhibiria considerablemente al eliminar el cloruro extracelular.
Analizaremos en el siguiente capitulo los resultados de estas graficas, relaciondndolos con los
obtenidos en experimentos reales.

6.3. Protocolo B: Analisis de la contraccion modulado por cloruro

El objetivo general del segundo protocolo consiste en explorar la relacion de la contraccién con
posibles pardmetros del modelo. Siguiendo la linea del protocolo anterior, se decide limitar el
campo de estudio y centrarse en los cambios dependientes de cloruro. Por lo tanto, el Protocolo B
también propone observar las variaciones en la contraccién celular tras modificar las condiciones
de cloruro intracelular iniciales, pero aplicando una condicién adicional con respecto al Protocolo
A. Esta condicion consiste en analizar los cambios en la respuesta contractil al eliminar el cloruro
extracelular de forma instantanea durante un pulso de NE, y comparar la respuesta del modelo
con la respuesta experimental al aplicar un protocolo idéntico. Concretamente se estudia la
respuesta de ese protocolo asumiendo diferentes permeabilidades de los canales de cloruro
dependientes de calcio y asumiendo diferentes concentraciones de cloruro intracelular.
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Para ello, se parte del modelo genérico de 22 ecuaciones que incluye la ecuacién diferencial de la
concentraciéon de cloruro intracelular. El programa se ejecutard conforme a los siguientes
hiperparametros:

- TMAX=1.5x106 ms
- NE_stimulation = 0.001 mM
- Clo_stimulation = 0.001 mM

Se comienza dejando el sistema en estado estacionario durante un periodo inferior a 5 minutos
(200 segundos). En este punto, se estimula con un pulso de NE de concentracién 1 microM que
dura hasta el final de la ejecucion. A diferencia del protocolo anterior, en este caso también se
aplica un pulso de cloruro intracelular practicamente nulo, disminuyendo la concentraciéon de
esta variable a 0.001 mM a los 5 minutos de aplicar el pulso de NE. La Figura (13) muestra la
aplicacion de estos pulsos en el intervalo temporal considerado.
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Figura 13. Pulsos aplicados durante el Protocolo B

Debido al enfoque considerado, centrado en la modulacién dirigida por cloruro, se planteé
analizar la dependencia de la contraccidn con las corrientes Iy e Icica. Sin embargo, la primera de
ellas se modela como una ecuacidn simple que tan solo depende de un factor multiplicado por la
diferencia entre las concentraciones extra e intracelulares de cloruro. Debido a que dicho factor
Ay, se obtiene de manera automatica y depende exclusivamente de la corriente Icica obtenida con
cada conjunto de valores de [Cl];, se descarta la modulacién de la contraccion con el
transportador de cloruro. Por lo tanto, se consideran los canales de cloruro dependientes de
calcio como los principales responsables en este estudio de los cambios observados en la
contraccion. Si recordamos la ecuacion planteada para representar la corriente a través de dichos
canales, podemos ver como esta depende de un término al que se ha llamado Pq. Este, a su vez,
depende de la concentracién intracelular de calcio, de la EC50 para la activacién de los canales, de
un coeficiente de Hill que consideramos fijo y de un factor denominado Pgj;.
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Entre todos ellos, podriamos modular la contraccién a partir de la EC50 y del factor Pci. Sin
embargo, como P¢; es un factor directo de la corriente en cuestién, consideramos este como el
término a emplear en el protocolo. En este contexto, para probar las dependencias que presenta
la contraccién con otras variables del modelo, especialmente con la corriente Icica, Se propone
comprobar la variacién de la misma ante distintas concentraciones de [Cl-]; y distintos valores de
permeabilidad de cloruro (Pci). En el programa, se genera un vector de valores de [Cl-]i expresado
en unidades milimolares y otro con diferentes permeabilidades adimensionales, evaluando el
modelo de acuerdo con los pulsos explicados anteriormente. El rango de valores con los que se
probaréa el modelo son los siguientes:

CLi=[15, 30, 45, 60, 70];
P_Cli = [8¢-8, 9¢-8, 1.1e-7, 1.3¢-7, 1.5¢-7, 1.7¢-7, 1.8e-7];

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura (14). Aqui podemos ver el resultado de la
contraccién para las diferentes concentraciones de cloruro intracelular en cada una de las
graficas, donde el valor de la concentracién aumenta conforme se avanza hacia graficas inferiores.
Asi mismo, en cada grafica, los trazos de diferentes colores muestran la respuesta ante distintas
permeabilidades. Se puede apreciar como, para todos los [Cl]; considerados, la contraccion
aumenta a medida que el valor de la permeabilidad se hace mayor. Esto ocurre porque las
corrientes de cloruro a través del canal dependiente de sodio aumentan, permitiendo una mayor
entrada de cloruro hacia el espacio intracelular. Como ya vimos con el protocolo anterior, ante un
pulso de NE, la contraccién sera mayor para valores de cloruro intracelulares elevados, por lo que
los resultados en principio se corresponden con lo esperable.
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Figura 14. Resultados obtenidos con el Protocolo B.
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Ademas, en este protocolo hay que considerar que también se aplica un pulso de cloruro
extracelular nulo, que genera un pico en la contraccién, seguido de una disminucién exponencial
de la misma con el tiempo. Podemos analizar en profundidad estos dos aspectos gracias a las
representaciones incluidas en la Figura (15).
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Figura 15. Representacion de los pardmetros extraidos de la evolucion temporal de la contraccion y su relacion
con [CI-]i. y PCIi.
(15.4). Representacién del pardmetro 6.
(15.B) Variacidn de & con Pcii para diferentes [Cl]..
(15.C). Representacion del pardmetro t.
(15.D) Variacién de t con Pci para diferentes [CI ]i.

En primer lugar, la Figura (15.B) refleja, para cada concentracién de cloruro intracelular
probado, la diferencia en la fuerza contractil desde el momento en el que se aplica el pulso de 0
cloruro hasta que se alcanza el maximo en la contraccion. Esta diferencia se denominara & y se
representa la evolucién de la misma conforme aumenta el valor de Pgj;, con un trazo diferente
para cada cloruro intracelular considerado. Los resultados permiten ver valores de 6 menores
para concentraciones de cloruro intracelular pequefias, asi como § mayores para Pci grandes. Por
lo tanto, podemos afirmar que el aumento transitorio en la contraccién en situaciones de cloruro
extracelular practicamente nulo depende de manera directa de [Cl]i y de Pci. Asi mismo, se
aprecia que la relacion existente entre la contraccion y Pcii es aparentemente lineal para valores
de [CI]i bajos, mientras que si esta concentracion aumenta, se pierde la linealidad en los
resultados, siendo mas notables las diferencias en la contraccion para diferentes permeabilidades.
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Por otra parte, se estudia también la dependencia de la caida de la contraccion tras el pico con la
permeabilidad. Esto puede analizarse en base a la constante de tiempo asociada a la caida.
Asumiendo que esta parte del modelo muestra un decaimiento exponencial, podemos decir que se
comporta de acuerdo con la Ecuacion (81).

AMP(tfinal) = AMp (tpico) e "L, &1

En esta expresidn se considera el valor de la contraccion en el momento del pico como
AMp(tpiCO) y el de la contraccion al final del protocolo como AMp (tfinal); siendo t el intervalo
temporal entre ambos puntos (t = tfinai — tpico)-

De aqui podemos despejar el valor de 7, considerando este como la constante de decrecimiento
buscada, la cual se refleja en la Ecuacién (82).

(AMP (tfinal)>
n —————
AMP (tpico)

t

(82)

La determinacion tanto de 6 como de t aparecen reflejadas en la Figura (15.A4) y Figura (15.C),
mientras que la representacion de las constantes de decrecimiento para cada cloruro intracelular
y para cada permeabilidad aparecen en la Figura (15.D). Los resultados en este caso son similares
a los obtenidos al analizar §, viendo como 7 depende de manera directa de [Cl]iy de Pq;. Al igual
que en el caso anterior, esta relacion se hace cada vez menos lineal conforme aumenta el cloruro
intracelular considerado.

En conjunto, los resultados de este protocolo muestran como la respuesta de la contraccion
depende de ambas variables relacionadas con el cloruro, siendo 6 mas grande ante [Cl]; y Pci
altos. Por otra parte, las mismas dependencias se aprecian para la constante de decaimiento,
demostrando como las curvas con un T mayor tendran una caida mas pronunciada, siendo este
parametro mas grande ante [Cl];y Pg; altos.
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Parte 3. Discusion y conclusiones

Capitulo 7.

Discusion de los resultados

7.1. Discusion de los resultados obtenidos

Una vez obtenidos los resultados de las distintas simulaciones, podemos analizar algunos
aspectos de cada uno de ellos, discutirlos y compararlos con los valores esperados en la realidad.
Deberemos tener en cuenta la especificidad del modelo generado, ya que, a pesar de contar con
numerosos elementos, conseguir un control preciso de todos ellos es una tarea compleja y
delicada. Por esta razon, ya hemos comprobado la necesidad de limitarse al andlisis de aspectos
concretos. En nuestro caso, se ha enfocado hacia el estudio de los cambios en la contraccién y en
el potencial de membrana generados por variaciones en las concentraciones de cloruro intra y
extracelular, asi como en su permeabilidad en los canales calcio-dependientes. En definitiva,
hemos logrado generar un modelo que representa la dependencia de cloruro en la contraccién
para tiempos largos, pudiendo comparar los resultados obtenidos con algunos paradigmas
experimentales, realizando a continuaciéon un andlisis tanto cuantitativo como cualitativo de los
mismos.

7.1.1. Protocolo A: Cambios en la contracciéon y en el potencial de membrana ante
diferentes [Cl];

Los resultados obtenidos con el Protocolo A muestran como el comportamiento del sistema
modelado se corresponde parcialmente con lo observado en la realidad. Como es de esperar, en la
Figura (12.A) los resultados de la contraccién para el 0 Cl- (representados con un trazo negro)
muestran un potencial de membrana hiperpolarizado con respecto a los modelos con cloruros
intracelulares elevados. Concretamente, se aprecia cdmo el resultado del 0 Cl,, se superpone a la
evolucion en el caso de fijar un [Cl-]; = 10 mM, pudiendo asociar esta situacion a las condiciones de
los ratones BPH.

Bajo estos supuestos, se puede afirmar que la contraccidon del modelo resulta dependiente de la
concentracion de cloruro en el exterior de la célula, siendo mayor esta dependencia cuanto mayor
sea dicha concentracion intracelular. Es decir, ante [C]]; = 55 mM, concentracién correspondiente
con ratones BPN, la contraccion resulta mas dependiente del cloruro extracelular que en ratones
BPH, con [CI]; = 10 mM. Estos resultados corroboran las hipétesis planteadas en el laboratorio,
donde se ha propuesto la ausencia de cambios en la contracciéon en ratones BPH en presencia o
ausencia de cloruro extracelular en el modelo.
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Es por esta razén por la que se aprecia esa superposiciéon en ambas graficas de la Figura (12.A).
Sin embargo, los ratones BPN presentan una mayor sensibilidad ante cambios en el cloruro
extracelular, disminuyendo su contracciéon en situaciones de 0 cloruro. Las mismas conclusiones
se extraian de la Figura (12.B), donde aparece representada el valor de la contraccién en unidades
arbitrarias frente a distintos valores de [Cl-];.

No obstante, a pesar de que el modelo disefiado explica esta dependencia de la contraccién con
el cloruro intracelular, los resultados de laboratorio demuestran que la contraccion de los ratones
BPH es mayor ante el pulso de NE que la obtenida con los BPN. Este es un aspecto que nuestro
modelo no ha podido reproducir, ya que los cambios que se han intentado aplicar en diferentes
elementos del sistema, teniendo en cuenta las diferencias experimentales entre los ratone BPN y
BPH, no han permitido generar modelos computacionalmente estables.

Teniendo esto en cuenta, una representacién completa de la comparacién de ambos resultados
se muestra en la Figura (16). Aqui vemos el modelado del ratén BPN con [CI']i = 55 mM (trazo
negro) y el de BPH con [Cl]; = 10 mM (trazo rojo), comparando ambos con el resultado de 0
cloruro (trazo azul). Estos resultados son obtenidos con el modelo computacional (Figura (16.A))
y con los experimentos reales (Figura (16.B)). Efectivamente, vemos cémo la contraccién en los
resultados computacionales es mayor para modelos BPN, de manera contraria a lo apreciable con
las pruebas de laboratorio. Sin embargo, en ambos resultados se aprecia como la contracciéon en
BPH permanece invariable ante el 0 Cl-, mientras que en BPN disminuye considerablemente.
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Figura 16. Comparacion de los resultados obtenidos con el modelo computacional y con los experimentos reales durante el
Protocolo A.
(16.A). Resultados obtenidos con el modelo computacional para la simulacion de cloruro intracelular asociado a BPN y a
BPH en comparacion con la situacion de 0 Cl-.
(16.B). Resultados obtenidos con los experimentos reales para la simulacion de cloruro intracelular asociado a BPN y a
BPH en comparacion con la situacion de 0 Cl-(Unpublished).
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7.1.2. Protocolo B: Analisis de la contraccion modulado por cloruro

Con el fin de poder analizar los resultados obtenidos con el Protocolo B, se discutira su relacion
con las conclusiones extraidas de pruebas realizadas previamente en el laboratorio. Siguiendo la
linea del Protocolo A, donde se buscaba encontrar diferencias significativas tanto cualitativas
como cuantitativas entre ratones BPN y BPH, en este caso podremos comparar los resultados
obtenidos para las variaciones en el valor de 6.

Una aproximacion tedrica simplista al Protocolo experimental B y a la interpretacion
mecanistica de 6 es considerar los cambios en V, producidos al aplicar 0 Cl- de forma instantanea,
utilizando inicamente la ecuacion de Goldman y algunos supuestos (Ecuacion (83)).

V. = RT n (PKK0+ PngNao+ PClCli) (83)
m PxKi+ PygNaj+ PciCl,

Bajo la suposicién de que, al eliminar el cloruro extracelular, considerando que el intracelular no
varia instantdneamente, podemos expresar los cambios en el potencial de membrana (Al,,) de
acuerdo con la Ecuacién (84).

= RT PciCl, (84)
AV, Clo 0=—ln(1+—c )
V;"Cli F PgKi+ PygNa;

Teniendo en cuenta que, tanto Pna como Na;, son mucho mas pequefias que Pk y Ki, podemos
asumir que  PgK; » PygNa; = PgK; + PygNa; = PxK;. Ademas, sustituyendo las
permeabilidades absolutas por las permeabilidades relativas a potasio (P¢;; = P¢;/Px), podemos
llegar a la expresion de la Ecuacién (85).

= RT Cl
AV, Clo=0 :?ln(l +PCli7io)' (85)

mci;

De esta manera, al utilizar la ecuacién de Goldman parece que, al eliminar el cloruro
extracelular, se produce una despolarizaciéon que depende fundamentalmente de Ia
permeabilidad relativa del cloruro (Pc;), debido a que el cociente Cl, /K; se considera proximo a 1.
El § en la contraccién seria consecuencia de esta despolarizacion, que dependeria directamente
del valor de Pc.

Los resultados experimentales mostrados en la Figura (17) muestran un cambio en la
contraccién (8) practicamente igual para BPH que para BPN. Siguiendo la prediccién de la
ecuacion de Godman, Pc; seria muy similar en BPN y BPH. Sin embargo nuestro modelo
computacional muestra que el valor de & no sélo es funciéon de Pg;, sino también del valor de [Cl];.

En este contexto, el protocolo A ya sugeria que los ratones BPN tienen [Cl]; altos y los BPH [CL];
bajos. Por lo tanto, si § se considera similar en BPN y BPH y se predice que el [Cl]; es diferente, Pcii
también deberia ser diferente. Siguiendo la representacion de la Figura (14.B), ante [Cl-]; altos de
los ratones BPN, estos deberian mostrar una P¢; mas bajas, mientras que los BPH con [Cl]; bajos
deberian tener Pci mayores. El resultado serd un § similar en ambos casos que consigue
demostrar que este valor depende de ambas variables.
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Figura 17. Variaciones en la contraccién en BPH (rojo) y BPN (azul) en situaciones de 0 CI-.

En definitiva, el modelo computacional desarrollado ofrece una interpretaciéon mas completa de
los resultados experimentales que la interpretacion simplista a partir de la ecuacién de Goldman.
De hecho, la prediccion del modelo de que la PCli debe ser mayor en los ratones BPH es
compatible con los resultados obtenidos en el laboratorio que muestran una mayor expresion
relativa de los canales ANO1 (Figura (18)). Estos canales son los que actualmente se cree que

median las corrientes de cloruro dependientes de calcio en las células de musculo liso vascular
(Wray et al,, 2021).
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Figura 18. Expresion relativa de mRNA y Fold Change en BPH.
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7.2. Limitaciones

Durante el desarrollo de este trabajo se han identificado ciertas limitaciones, algunas de ellas
son atribuibles a cualquier modelo computacional de este calibre, mientras que otras se
consideran como restricciones propias causadas por las simplificaciones o adaptaciones del
sistema.

En primer lugar, el modelo original de Kapela et al., (2008) ya resaltaba su exclusividad para
tiempos cortos, donde trabajaban en experimentos cuya duracién no sobrepasaba los 150
segundos, por lo que su aplicabilidad en tiempos de varios minutos e incluso horas no estaba
asegurada. Sin embargo, se han realizado ciertas suposiciones y simplificaciones que permiten
analizar la respuesta contractil en tiempos largos, adaptando el comportamiento de las bombas y
eliminando la sensitizacion de la maquinaria contractil.

A pesar de que estas adaptaciones que se han aplicado sobre modelos previos pretenden hacer
el modelo mas comprensible y resistente a protocolos largos, esto puede actuar como una
limitacion al no capturar toda la variabilidad y complejidad del sistema biolégico real, resultando
en un modelo menos preciso.

Asi mismo, el principal modelo tomado como referencia para el desarrollo del trabajo también
indicaba la inexactitud de algunos de sus parametros. En Kapela et al, (2008) tuvieron la
necesidad de adaptar ciertas variables basandose en datos experimentales o de tomar variables
de otros estudios debido a la ausencia de evidencias propias que calibraran y validaran los
resultados. Junto a esto, se afiade que, a pesar de que la temperatura considerada en el modelo es
de 209°C, diversos parametros fueron obtenidos para temperaturas de 37°C, lo cual afecta a
aquellos componentes celulares dependientes de la temperatura.

En general, la falta de datos completos y precisos en el modelado de un sistema bioldgico supone
una gran desventaja, siendo necesario ampliar las bases de datos disponibles mediante
experimentacion para aumentar la precision de futuros resultados.

Por otra parte, a pesar de que se tiene en cuenta que en el desarrollo de cualquier modelo
computacional la abstracciéon sera una parte del mismo que siempre estara presente, realizar
ciertas suposiciones acerca de la homogeneidad espacial o la ausencia de otros componentes del
modelo diferentes a los incluidos puede limitar la representatividad del mismo. En nuestro caso,
asumir concentraciones de sodio y potasio intracelular, asi como de PIP, constantes, junto a la
eliminaciéon de los parametros dependientes de cGMP, puede generar perturbaciones en el
comportamiento del sistema. La incertidumbre en estos aspectos puede influir en la precision y
confiabilidad de los resultados del modelo generado.

Ademas, a la hora de la obtencidn de los resultados hemos encontrado algunas diferencias con
los resultados extraidos de experimentos reales. Resultard necesario desarrollar nuevos
protocolos computacionales comprobables que exploren en profundidad estos aspectos o
incorporar mejoras al modelo para poder simular las condiciones precisas de los ratones BPN y
BPH. Sin embargo, la medicién de los parametros implicados en este proceso en el laboratorio
resulta complejo debido a la falta de sistemas o técnicas precisas, asi como la necesidad de
desarrollar bloqueadores especificos que estudien la corriente a través de ciertos canales.
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Para finalizar, cabe destacar de nuevo que los sistemas bioldgicos reales de este &mbito resultan
intrincados y estan compuestos por una multitud de interacciones y procesos a diferentes escalas.
Modelar adecuadamente estas relaciones y capturar su dindmica puede ser extremadamente
desafiante y ambicioso. Es por esta razon por la que el modelo desarrollado se enfoca en aspectos
especificos y decide simplificar aquellos que se alejan del objeto de estudio, lo que limita su
capacidad para capturar la complejidad de las numerosas interacciones biolégicas.
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Capitulo 8.

Conclusiones y lineas futuras

8.1. Consecucion de los objetivos

La realizacién de este Trabajo de Fin de Grado ha resultado un proyecto ambicioso, el cual ha
permitido obtener los resultados presentados en las secciones anteriores. En base al andlisis y
discusién de los mismos, podemos afirmar que se ha cumplido el objetivo principal planteado al
inicio del trabajo, asi como los siguientes objetivos especificos:

)

1)

1)

V)

V)

Se ha realizado una revisiéon bibliografica de modelos previos acerca de SMC,
comprendiendo los objetivos especificos de su disefio y extrayendo los aspectos mas
relevantes de los mismos.

Se han comprendido las bases fisiol6gicas del musculo liso, asi como la regulacién de sus
mecanismos de contraccion. También se han explorado las bases matematicas de las
ecuaciones diferenciales, su aplicaciéon en la generacion de modelos computacionales y la
resolucion de los mismos.

Se ha desarrollado un modelo genérico de SMC basado en modelos previamente publicados.
Asi mismo, se ha adaptado en base a datos obtenidos de otros autores o de datos
experimentales y simulaciones computacionales. En este proceso se ha conseguido
familiarizarse con el entorno de programacién de Matlab, asi como con la resolucién de
ecuaciones diferenciales.

Se ha logrado definir y simular un protocolo genérico para establecer las condiciones de
estado estacionario del modelo, junto a dos protocolos especificos con el fin de validar el
efecto de ciertos parametros sobre algunas variables del modelo, como el potencial de
membrana o la respuesta contractil del sistema.

Se han extraido las conclusiones de los resultados obtenidos, asi como se han identificado
ciertas limitaciones y futuras lineas de seguimiento, las cuales se plasmaran en los
siguientes apartados.

No obstante, ya se adelant6 que no se ha podido completar el objetivo de definir dos submodelos
diferentes adaptados para dos cepas de ratones (BPN y BPH), por lo que esta sera una importante
linea de investigacion en trabajos posteriores.

Como medida compensatoria, se han obtenido resultados para diversas concentraciones de
cloruro intracelular, pudiendo observar su comportamiento y asociar un valor de las mismas para
simular el comportamiento en ratones BPN y BPH, lo cual finalmente si que ha resultado de gran
utilidad para conseguir comparar los resultados obtenidos con los esperados en la realidad.
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8.2. Conclusiones extraidas

Una vez obtenidos y analizados los resultados, podemos extraer algunas conclusiones:

)

1)

111

V)

V)

Vi)

El modelo computacional generado recoge los aspectos fundamentales necesarios para
modelar una VSMC, basandose en modelos previos y aplicando sucesivas simplificaciones y
adaptaciones de los mismos. De esta manera se ha conseguido adaptar un modelo original
que era Unicamente estable para tiempos cortos de hasta 150 segundos, logrando simular
con el nuevo modelo protocolos cuya duracidn es superior varios minutos.

Este modelo resulta especifico para el estudio de aspectos concretos, como son las
modulaciones en el potencial de membrana y en la contraccién reguladas por cloruro, asi
como la interaccién de estas variables con otros factores. A pesar de representar un modelo
celular completo, el andlisis se centra en elementos especificos. Sin embargo la existencia
del conjunto de elementos que lo componen resulta importante para mantener las
condiciones de estabilidad del sistema y reproducir un modelo similar al fisiol6gico, a pesar
de las simplificaciones realizadas.

El sistema completo resulta muy dependiente de las condiciones iniciales y de los
parametros elegidos. La estabilidad del sistema debe garantizarse ante cualquier cambio
realizado, por lo que la eleccion de los valores de las variables es un proceso delicado.

El protocolo inicial implementado para la adaptacion de las condiciones iniciales permite
asegurar la estabilidad del sistema antes de realizar cualquier experimento sobre él. No
debe prescindirse de este paso, ya que los resultados se podrian ver alterados al iniciar el
protocolo siguiente sobre un sistema que no se encuentra en su estado estacionario.

Los resultados del protocolo A muestran una correspondencia parcial con los efectos
observados con experimentos reales. En ambos casos la contracciéon para BPH es
independiente del cloruro, mientras que en BPN disminuye considerablemente al aplicar
condiciones de 0 Cl-. Sin embargo, las pruebas reales sugieren una mayor contraccién para
BPH que para BPN, mientras que el modelo generado simula el efecto contrario por falta de
precision en el ajuste de parametros. Este aspecto debera estudiarse en experimentos
futuros o se intentara realizar un ajuste mas preciso del modelo para BPN y BPH.

Los resultados del protocolo B proponen la dependencia de la variaciéon en la contracciéon
inducida por 0 Cl- con el valor de la concentracién intracelular de cloruro asi como con la
permeabilidad de los canales de cloruro dependientes de calcio, mientras que una
interpretacion simplista basada en la ecuacién de Goldman solo consideraba la relacién con
esta segunda variable. Ademds, ha sugerido una posible explicacion acerca de la
sobreexpresion de canales ANO1 en BPH. Por lo tanto, el modelo ha permitido sugerir una
nueva hipétesis en las dependencias de la contraccion que podria ser testada en el
laboratorio posteriormente.

VII) Para finalizar, podemos concluir resaltando la utilidad del modelo computacional para

simular condiciones experimentales de manera agil y sencilla, reproduciendo condiciones
reales que permitan plantear futuras hipétesis en esta area. Una ampliaciéon del modelo
hacia una version mas general lograria estudiar la integridad de las interacciones celulares,
pudiendo trasladar las ideas extraidas a modelos reales de manera mas segura. En
definitiva, el disefio de un modelo completo y preciso ayudaria a plantear nuevas hipotesis
acerca de la hipertension, colaborando con el estudio de nuevas dianas terapéuticas.
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8.3. Lineas futuras de investigacion

En base a las conclusiones obtenidas y a las limitaciones consideradas en el modelo, se propone
el seguimiento de este trabajo como un proyecto a ampliar en tiempos futuros. La modelizacién
de esta clase de sistemas involucra numerosas suposiciones y simplificaciones, por lo que se
afirma que un adecuado control sobre los parametros elegidos mejorara la precisiéon de los
resultados y su similitud con la realidad. Asf mismo, se considera la validacién experimental de las
predicciones del modelo como un paso fundamental para asegurar el buen funcionamiento del
mismo. Ya hemos visto que el principal objetivo de los modelos de esta indole consiste en
proporcionar hipotesis testables en el laboratorio, por lo que la evaluacién de estas hipdtesis con
experimentos reales es el elemento que completa el proceso del modelado.

De acuerdo con los objetivos planteados inicialmente, también se propone ampliar el modelo
presentado con el fin de generar dos submodelos adaptados a ratones BPN y BPH. De nuevo, esta
adaptacién se conseguira con un ajuste fino de los parametros, por lo que el conocimiento de los
mismos resultard clave en el proceso. En este contexto, se plantea la posibilidad de integrar
técnicas de aprendizaje automatico y mineria de datos en el desarrollo del modelo, con el
propdsito de optimizar parametros con técnicas como los algoritmos genéticos. Esto supondria
una ventaja al limitar el tiempo y esfuerzo en realizar ajustes manuales o experimentales.
Ademas, la inteligencia artificial puede resultar de gran utilidad a la hora de gestionar las
complejas relaciones del sistema representado, identificado sus caracteristicas més relevantes y
mejorando su generalizacion. Todo esto supondria una mejora en las predicciones obtenidas y un
modelado mas preciso, pudiendo descubrir patrones complejos no evidentes a simple vista.

También se ha adelantado la necesidad de lograr modelos mas generalizables, puesto que el
modelo desarrollado se centra en aspectos muy especificos, con el fin de probar unas hipotesis
concretas. Para ello se deben fijar ciertas condiciones que garanticen su estabilidad. Sin embargo,
conseguir un modelo general permitiria testar diversos protocolos de manera mas agil y eficaz. En
este punto se afiade la necesidad de adaptar el modelo a la estimulacién con otros fairmacos o
sustancias, ya que en el trabajo simplemente se consideran protocolos con NE.

Por ultimo, el enfoque mas ambicioso para futuras investigaciones consistiria en incluir en el
modelo la variabilidad y heterogeneidad intrinsecas en sistemas bioldgicos reales. Esto permitiria
captar la diversidad y complejidad, empleando, por ejemplo, técnicas de modelado estocastico o
incorporando parametros que reflejen la variabilidad en las condiciones iniciales y en la
respuesta del modelo.
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Fuentes

SCRIPT 1 - initial_conditions.m

% Initial Concentrations & transmembrane potential Vm

I<
3

-59.4 ; % [mV] initial value
_Lbar = 1.0/(1+exp(-(V_m)/8.3));
d_Lbar;
f_Lbar = 1.0/ (1+exp((V_m+42.0)/9.1));

n a1l

d L

p_Kbar = 1/(1 + exp(-(V_m-11.0)/15.0));
p_K = p_Kbar;
g_bar = 1.0/(1+exp((V_m+40)/14));

V_1 2 KCa = -41.7*logle(Ca_1i)-128.2;
p_obar =1 /(l+exp(-(V_m-V_1 2 KCa)/18.25));

p_f = p_obar;

p_s = p_obar;

R_01 = 0.9955;

R_10 = 0.0033;

R_11 = 4.0e-6;

Ca_u = 0.66;

Ca_r = 0.57;

g_2 = q_bar;

P_sSoC = o;

Cl i = 59.4;

h_IP3 = K_inhIP3/(Ca_i+K_inhIP3);
IP3 = 0;
r_hG = k_degG*gamma_G*IP3/PIP2;

G = (K_cG+Ca_i)/(alpha_G*Ca_i)*r_hG;
delta_G = k_dG*G/(k_aG*(G_TG-G));
DAG = 0;
ki_@ = km*(Ca_i)"n;
k = (k1_0*k3+k1_0*k4+k2*k4) -1;
M = k2*k4*Kk*M T;
AM_P = k1_@*k3*k*M_T;

% Initial conditions vector

yinit = [V.m d_L f L p K q_1 p_f p_s R_01 R_10 R_11 Ca_u Ca_r Ca_i gq_2 P_SOC C1_i
h_IP3 G IP3 DAG M AM_P];
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SCRIPT (2) - stationary_state.m

clear all

close all
parameters_Cl

initial conditions_Cl

global TMAX NE_stimulation Cl_o_stimulation Ab
TMAX = 10e9; % [ms]
NE_stimulation = 0; % [mM]
Cl_o_stimulation = 129.0; % [mM]

P_Cl (Ca_i.”n_ClCa)./(Ca_i.”n_ClCa+(K_ClCa).”n_ClCa).*1.04e-8;
IClL=0Cm*P_CLl.*V_m.*(((z_Cl.*F).”2)./(R.*temp)).*((Cl_o-

Cl i.*exp(V_m.*z_Cl.*F./(R.*temp)))./(1-exp(V_m.*z_Cl.*F./(R.*temp)))); % [pA]
Ab = -I_C1/(Cl_o-Cl_i); % Factor

tspan = [0 TMAX];
[t_or, Y_or] = ode23t(@equations,tspan,yinit);
T or = t_or/1000; % Convert from [ms] to [s]
or_m = zeros(length(T_or), length(fields));
for i =1:length(fields)
or_ m(:,i) = Y_or(:,1i);
end
or = array2table(or_m, 'VariableNames',fields);

% Calculamos las yinit en SS
for i=1:size(or,2)
yinit or_ss(i) = mean(or_m((size(or_m,1)-15):(size(or_m,1)),1i));
end
yinit_or = array2table(yinit_or_ss, 'VariableNames',fields);
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SCRIPT (3) - parameters.m

% MODEL PARAMETERS

% CONSTANTS

z K =1; K ion valence

z_Na = 1; Na ion valence

z_Ca = 2; Ca ion valence

z Cl = -1 Cl ion valence

N_Av = 6.022e23; Avogadro's constant

R = 8341.09; [mImol-1K-1] gas constant

F = 96487.0;

o

[Cmol-1] Faraday's constant
temp = 293.0; [K] absolute temperature
C_m = 25; [pF] membrane capacitance

A m = C_m/le6; %5 [cm2] membrane area

3 3R 3% 3% 3R 3R R ¥ ¥ R

% Extracellular concentrations

Ca_o = 2.0; % [mM] [Ca2+]o extracellular calcium
Na_o = 140.9; % [mM] [Na+]o extracellular sodium
Cl_o = 129.0; % [mM] [Cl-]Jo extracellular chloride
K o =5; % [mM] [K+]o  extracellular potassium

% Intracelular constant concentrations

Na_i = 8.4; % [mM] [Na+]i intracellular sodium
K_i = 14e; % [mM] [K+]i intracellular potasium
PIP_2 = 5e7;

% Volumes
vol i = 1;
vol Ca = 0.7;
vol _u = 0.07;
vol r = 0.007;

[pl] volume of intracellular space
[pl] intracellular volume available to free Ca
[pl] volume of uptake compartment
[pl] volume of release compartment

3R 3R 3% ¥

%676767696%6767676676 7676766676 %6676
% PARAMETER VALUES %
%62696%6767626 767676976696 76.766 %6766

% A.1.1 L-type voltage-operated Ca2+ channels
P_VOCC = 1.88e-5; % [cm/s] max. conductance of L-type Ca channel

% A.1.2 Large conductance Ca2+-activated K+ channels, Calcium-activated potassium
current I_BKCa

P_BKCa = 3.9e-13; % [cm3/s] single channel permeability Mistry & Garland 1998
N_BKCa = 6.6€6; % [1/cm2] channel density

tau_pf = 0.84; % [ms] fast activation time constant, mean open times from
Benham et al 1986

tau_ps = 35.9; % [ms] slow activation time constant

% A.1.3 Voltage-dependent K+ channels, Delayed rectifier current I_Kv

g K = 1.35; % [nS] max. conductance

tauql = 371; % [ms] fast inactivation time constant

tauqg2 = 2884; % [ms] slow inactivation time constant

q 1l = 1; % in the formula for dql/dt

q2 = 1; % in the formula for dq2/dt

% A.1.4 ATP-sensitive K+channels, KATP current I Kleak (Unspecified K+ leak
channels)

g Kleak = 0.067; % [nS] max. background K current conductance
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% A.1.5 Nonselective cation channels, Alpha-adrenoceptor-activated nonselective
cation channel NSC

K_NSC = 3e-3; % [mM] DAG concentration for half-maximum activation

PNa_NSC = (5.11e-7); % [cm/ms] PNa_NSC was selected to give maximum current density
8.79pA/pF as reported by Inoue

PK_NSC = (PNa_NSC)*1.06;

PCa_NSC = (PNa_NSC)*4.54; % ratios from Inoue

d_NSCmin = 0.0244; % (1/41) spontaneous or 'constitutive' activation of NSC
channels to give ©.15pA/pF at -60mV as reported by Inoue

Pmin_NSC = 0.4344,; % min. open probability

% A.1.6 Store operated non-selective cation channel

g SOCCa = 0.0083; % [nS] whole cell conductances to Ca2+

g SOCNa = 0.0575; % [nS] whole cell conductances to Na2+

K_SOC = 0.0001; % [mM] Ca2+ concentration in SR for half-activation
H_SOC = 1; % Hill coefficient

tau_SOC = 100; % [ms] time constant for SOC activation

% A.1.7 Calcium activated chloride currents

n_ClCa = 2; % Hill coefficient
K_ClCa = 365e-6; % [mM] EC50 for Ca2+-dependent activation
P_Cli = 1.04e-8; % Factor

% A.1.8 Plasma membrane Ca2+-ATPase

I_PMCAbar = 5.37; [pA] max. current through Ca pump

K_mPMCA = 170e-6; [mM] Michaelis constant of sarcolemmal Ca pump
S_CMbar = 0.1; [mM] total concentration of CM sites for Ca

K d= 2.6e-4; [mM] average binding affinity of CM for Ca

3% 3R 3R X

% A.1.9 Plasma membrane Na+-Ca+ exchange

g NCX = 0.000487; % [nS] scale factor
d_NCX = 0.0003;
gamma = 0.45;

% A.1.10 Sodium-potassium pump
I _Nakbar = 2.3083; [pA/pF] max. Na/K current

%
K_dKko = 1.6; % [mM] K half saturation constant for Na/K pump
K_dNao = 22; % [mM] Na half saturation constant for Na/K pump
n_HKO = 1.1; % Hill coefficient for Ko+
n_HNai = 1.7; % Hill coefficient for Nai+
Q_10_NaK = 1.87;

% A.1.11 Chloride pump/cotransport
% Ab experimental

% A.2.1 Alphal-adrenoreceptor
k_pG = 0.1le-3; [1/ms] receptor phosphorylation rate

K _1G = 0.01; [mM] unphosphorylated receptor dissociation constant
k_aG = 0.17e-3; [1/ms] G-protein activation rate

k_dG = 1.5e-3; [1/ms] G-protein deactivation rate

K _cG = 0.4e-3; [mM] dissociation constant for Ca binding to PLC
k_degG = 1.25e-3; [1/ms] IP3 degradation rate

ksi_G = 0.85;
R_TG = 2e4*ksi_G;

fraction of mobile receptors

total no. of mobile receptors

G_TG = 1e5; total no. of G-protein molecules

alpha_G = 2.781e-8; [1/ms] effective signal gain parameter

gamma_G = N_Av*vol_i*le-15; % conversion of no. of PIP2 to mM concentration

3R 3R 3R 3R 3° o R R ¥ ¥
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% A.3 Sarcoplasmic reticulum

tau_tr = 1000; % [ms]

tau_rel = 0.0333; % [ms]

k_leak = 1; % 1 Osc: 5; SR parameter

K mup = ©.001; % [mM] Michaelis constant of SR calcium pump

I_SERCAbar = 3.34*(k_leak+l); % [pA] max. SR uptaking current
R_leak = 1.07e-5*(k_leak); % 1.07e-5 - 5.35e-5

K_CSQN = 0.8; % [mM] dissociation constant
CSQNbar = 15; % [mM] total calsequestrin concentration in release
compartment

% A.3.1 Ryanodine receptor

Krl = 2500; % [1/(ms*mM~2)]
Kr2 = 1.05; % [1/(ms*mM~2)]
K_rl = 0.0076; % [1/ms]
K_r2 = 0.0840; % [1/ms]

% A.3.2 IP3 receptor
I IP3bar = 2880e-6;
K_actIP3 = 0.17e-3;
K_inhIP3 = 0@.le-3;
K_IP3 = 0.12e-3;
k_onIP3 = 1.4;

[mM/ms] rate constant of Ca2+ release by IP3R

[mM] dissociation constant for Ca2+ activation sites
[mM] dissociation constant for Ca2+ inhibitory sites
[mM] dissociation constant for IP3 binding to IP3R
[1/(mM*ms)] rate of Ca2+ binding to the inhibitory site

3% 3R 3R X% ¥

% A.4 Ca2+-induced contraction

M_T =1; % total concentration of myosine

km = 8e9; % [1/(mM~4ms)] Phosphorylation rate coefficient
n = 4; % Calcium exponent

k2 = 5e-4; % [1/ms] Unphosphorylation rate

k3 = 4e-4; % [1/ms] Action binding rate

k4 = le-4; % [1/ms] Action unbinding rate

% Ca2+ buffering in the cytosol
B_Fbar = 0.1; % [mM] total concentration of other buffer cites
K_dB = 5.298e-4; % [mM] average binding affinity of other buffers

% FIELDS FOR STRUCTS
fields = {'v.m', 'd_L"', '
‘Ca_u', 'Ca_r', 'Ca_i', '
"AM_P'};

[ '
J

f_L', 'p_K',
q_2 P soc', 'Cl i', 'h_IP3', 'G', 'IP3', 'DAG', 'M',
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SCRIPT (4) - equations.m

function dy = equations(t,y)

global R temp F RT_F z_K z_Na z_Ca z_C1 N_Av C_m A_m Tstim

global Ca_o Na_o Cl o K o Na_i K i vol i vol Ca vol_u vol_r

global P_VOCC N_BKCa tau_pf tau_ps

global tauql tauq2 q_1 q_2

global K_NSC PNa_NSC PK_NSC PCa_NSC d_NSCmin Pmin_NSC

global g SOCCa g _SOCNa K_SOC H_SOC tau_SOC

global n_ClCa K_ClCa I_PMCAbar K_mPMCA S_CMbar K_d g NCX d_NCX gamma delta_G
global I_NaKbar K_dKo K_dNao n_HKO n_HNai Q_10_Nak

global k_leak K_mup I_SERCAbar R_leak K_CSQN CSQNbar tau_tr tau_rel
global Krl Kr2 K_rl K_r2

global I_IP3bar K_actIP3 K_inhIP3 K_IP3 k_onIP3

global k_pG R_TG K_1G ksi_G G_TG k_degG k_aG k_dG K_cG alpha_G gamma_G
global M_T km n k2 k3 k4 K_dB B_Fbar

global P_Cli Ab
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3
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y(1);
= y(2);
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y(6);
= y(7);
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Jomm e Stimulation protocols -----------------o----

% Norepinephrine (NE) stimulation
if (t>20e4)
NE = NE_stimulation; % NE [mM] beginning of stimulation
else
NE = 0;
end

% Chloride extracellular concentration (Cl_o) stimulation
if (t>50e4)
Cl o = C1_o_stimulation; % Cl_o [mM] beginning of stimulation
else
Cl o = 129.0;
End
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Hmm e Model equations for SMC --------------mmmmmmmmee e

% Reversal potentials
E_Ca = RT_F/z_Ca*log(Ca_o/Ca_i);

E_Na = RT_F/z_K*log(Na_o/Na_i);
E_K = RT_F/z_Na*log(K_o/K_i);
E_Cl = RT_F/z_Cl*log(Cl o/Cl_i);

% A.1 MEMBRANE ELECTROPHYSIOLOGY

% A.1.1 L-TYPE VOLTAGE OPERATED CA2+ CHANNELS. Voltage dependent calcium current
I_VvoCC
tau_d L = 2.5%exp(-((V_m+40)/30)72)+1.15; % [ms]; activation time constant
d Lbar = 1.0/(1+ exp(-(V_m)/8.3)); % steady-state activation gate
d _Lprime = (d_Lbar-d_L)/tau_d_L;

R

f_Lbar = 1.0/(1+exp((V_m+42.0)/9.1));
tau_f L = 65*exp(-((V_m+35)/25)72)+45;
f Lprime = (f_Lbar-f_L)/tau_f_L;

[ms]; inactivation time constant
4 steady-state inactivation gate

3R X

if (Vv.m ==
I_vocc
else
I VOCC = d_L*f L*P_VOCC*A m*le6*V_m*((z_Ca*F)*2)/(R*temp)*(Ca_o-
Ca_i*exp(V_m*z_Ca/(RT_F)))/(1-exp(V_m*z_Ca/(RT_F))); % [pA]
end

)
= d_L*f_L*P_VOCC*A_m*le6*z_Ca*F*(Ca_i-Ca_o); %[pA]

% A.1.2 LARGE CONDUCTANCE CA2+-ACTIVATED K+ CHANNELS.Calcium-activated potassium
current I_BKCa
V_1 2 KCa = -41.7*logle(Ca_1i)-128.2; % NO-dependent activation from Yang 2005
p_obar = 1/(1+exp(-(V_m-V_1_2 KCa)/18.25));

p_fprime = (p_obar-p_f)/tau_pf;

p_sprime = (p_obar-p_s)/tau_ps;

if (V_m == 0)

i_KCa = 1e6*P_BKCa*F*(K_i-K_o); %[pA]
else

i _KCa

le6*P_BKCa*V_m*F/RT_F*(K_o-K_i*exp(V_m/RT_F))/(1-exp(V_m/RT_F)); %[pA]
end

P_KCa = 0.17*p_f+0.83*p_s;
I BKCa = A _m*N_BKCa*i_KCa*P_KCa; % [pA]

% A.1.3 VOLTAGE-DEPENDENT K+ CHANNELS. Delayed rectifier current I_Kv
p_Kbar = 1/(1 + exp(-(V_m+11.0)/15.09));
tau_p K = 61.49*%exp(-0.0268*V_m); % [ms]

p_Kprime = (p_Kbar-p_K)/tau_p_K;

g_bar = 1.0/(1+exp((V_m+40)/14));
g_1lprime = (q_bar-q_1)/371;
g_2prime = (q_bar-q_2)/2884;
I Kv = g K¥p K*(0.45*q_1+0.55*q_2).*(V_m-E_K); % [pA]

% A.1.4 UNESPECIFIED K+ LEAK CHANNELS. KATP current I_Kleak
I Kleak = g_Kleak*(V_m-E_K); % [pA]

% A.1.5 NON-SELECTIVE CATION CHANNELS. Alpha-adrenoceptor-activated nonselective

cation channel NSC
Po_NSC = Pmin_NSC+(1-Pmin_NSC)/(1+exp(-(V_m-47.12)/24.24));
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if (V_m == 0)

INa_NSC = 1*(DAG/(DAG+K_NSC)+d_NSCmin)*Po_NSC*PNa_NSC*A m*1le6*F*(Na_i-Na_o);

ICa_NSC = 1*(0*DAG/(DAG+K_NSC)+d_NSCmin)*Po_NSC*PCa_NSC*A_m*le6*z_Ca*F*(Ca_i-
Ca_o);

IK_NSC = 1*(DAG/(DAG+K_NSC)+d_NSCmin)*Po NSC* PK_NSC*A m*1e6*F*(K_i-K_0);
else

INa_NSC =

1*(DAG/ (DAG+K_NSC)+d_NSCmin)*Po_NSC*PNa_NSC*A m*1e6*V_m*(F~2)/(R*temp)*(Na_o-
Na_i*exp(V_m/RT_F))/(1-exp(V_m/RT_F));

ICa_NSC =
1*(0*DAG/ (DAG+K_NSC)+d_NSCmin)*Po_NSC*PCa_NSC*A_m*1e6*V_m*((z_Ca*F)~2)/(R*temp)*(Ca
_o0-Ca_i*exp(V_m*z_Ca/RT_F))/(1-exp(V_m*z_Ca/RT_F));

IK_NSC = 1*(DAG/(DAG+K_NSC)+d_NSCmin)*Po_NSC*
PK_NSC*A_m*1e6*V_m*(F~2)/(R*temp)*(K_o-K_i *exp(V_m/RT_F))/(1-exp(V_m/RT_F));
End
I_NSC = (ICa_NSC+INa_NSC+IK_NSC)/2;

% A.1.6 STORE-OPERATED NON-SELECTIVE CATION CHANNELS. Store operated non-selective
cation channel
P_SOCbar = 1/(1+(Ca_u/K_SOC)~(H_S0C));

P_SOCprime = (P_SOCbar-P_SOC)/tau_SOC;

I_SOCCa = 1*P_SOC*g SOCCa*(V_m-E_Ca);
I_SOCNa = 1*P_SOC*g SOCNa*(V_m-E_Na);
I SOC = I_SOCCa+I_SOCNa; % [pA]

% A.1.7 CALCIUM-ACTIVATED CHLORIDE CHANNELS

P_Cl = (Ca_i”~n_ClCa)./(Ca_i.”n_ClCa+(K_ClCa).”~n_ClCa).*P_Cli;

I Cl = C_m*P_C1l*V_m*(((z_C1*F)"2)/(R*temp))*((Cl_o-
Cl_i*exp(V_m*z_Cl*F/(R*temp)))/(1-exp(V_m*z_Cl*F/(R*temp)))); % [pA]

% A.1.8 PLASMA MEMBRANE CA2+ PUMP. Ca buffering and cytosolic material balance
S CM = S_CMbar*K_d/(K_d+Ca_i);
I PMCA = I_PMCAbar*Ca_i/(Ca_i+K_mPMCA);

% A.1.9 PLASMA MEMBRANE NA+-CA2+ EXCHANGE

Fi_F = exp(gamma*V_m*F/(R*temp));

Fi R = exp((gamma-1)*V_m*F/(R*temp));

I_NCX = 1*g NCX*((Na_i~3)*Ca_o*Fi_F-
(Na_o”3)*Ca_i*Fi_R)/(1+d_NCX*((Na_o”3)*Ca_i+(Na_i”~3)*Ca_o));

% A.1.10 SODIUM-POTASSIUM PUMP

Q = Q_10 NaK~((temp-309.15)/10);

I_NaK =
Q*C_m*I_NaKbar*((K_o”n_HKO)/((K_o”~n_HKO)+(K_dKo”~n_HKO))*(Na_i~n_HNai)/((Na_i~n_HNai
)+(K_dNao”n_HNai)))*(V_m+150)/(V_m+200);

% A.1.11 CHLORIDE PUMP/COTRANSPORT
I_bCl = Ab*(Cl_o-Cl_i);

% A.2 ALPHA1-ADRENORECEPTOR ACTIVATION AND IP3 FORMATION

% A.2.1 ALPHA1-ADRENORECEPTOR ACTIVATION
RS_G = (R_TG*NE)/(K_1G+NE);

% A.2.2 IP3 FORMATION
rho_rG = NE*RS_G/(R_TG*(K_1G+NE));

Gprime = k_aG.*(delta_G+rho_rG).*(G_TG-G)-k_dG.*G;
r_hG = alpha_G*Ca_i/(K_cG+Ca_1i)*G;
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IP3prime
DAGprime

r_hG/gamma_G*PIP2-k_degG*IP3;
r_hG/gamma_G*PIP2-k_degG*DAG;

0,
(]

A.3 SARCOPLASMIC RETICULUM

SERCA = I_SERCAbar*Ca_i./(Ca_i+K _mup); % (I_SERCA)

tr = (Ca_u-Ca_r)*(z_Ca*F*vol u)/tau_tr;

rel = (R_107"2+R_leak)*(Ca_r-Ca_i)*(z_Ca*F*vol r)/tau_rel ;

I_IP3 = I_TIP3bar*((IP3/(IP3+K_IP3)*Ca_i/(Ca_i+K_actIP3)*h_IP3)73)*(Ca_u-
Ca_i)*z_Ca*F*vol _Ca;

Ca_uprime = (I_SERCA-I_tr-I_IP3)/(z_Ca*F*vol u);

Ca_rprime = (I_tr-I rel)/(z_Ca*F*vol r)/(1+CSQNbar*K_ CSQN/((K_CSQN+Ca_r)"2));

I_
I
I_

0,

5 A.3.1 RYANODINE RECEPTOR
R_ @0 = 1-R_01-R_10-R_11;

R_10prime = Krl*(Ca_i”2)*R_00-(K_rl+Kr2*Ca_i)*R_10+K_r2*R_11;
Kr2*Ca_i*R_10-(K_rl1+K_r2)*R_11+Krl*(Ca_i~2)*R_01;
Kr2*Ca_i*R_00+K_ri1*R_11-(K_r2+Krl*(Ca_i”2))*R_01;

R_11prime
R_@1prime

% A.3.2 IP3 RECEPTOR
h_IP3prime = k_onIP3*(K_inhIP3-(Ca_i+K_inhIP3)*h_IP3);

% A.4 Ca2+-INDUCED CONTRACTION

ki = km*(Ca_i.”n);
Mprime = k2*(M_T-AM_P)-(k1+k2)*M;
AM_Pprime = k3*(M_T-M)-(k3+k4)*AM_P;

% A.5 IONIC BALANCES

I_Catotm = TI_SOCCa+I_VOCC-2*I_NCX+I_PMCA+ICa_NSC;
I_Natotm = I_NaKCl_Na+I_SOCNa+3*I_NaK+3*I_NCX+INa_NSC;
I_Ktotm I_NaKCl _K+I_Kv+I_BKCa+IK_NSC+I_Kleak-2*I_NaK;
I Cltotm I Cl + I _bCl;

Ca_iprime = -(I_Catotm+I_SERCA-I rel-
I_IP3)/(2*F*vol_Ca)/(1+S_CMbar*K_d/((K_d+Ca_i)"2)+B_Fbar*K_dB/((K_dB+Ca_1i)"2) );
Cl_iprime = -(I_Cltotm)/(z_Cl*F*vol_i);

% Transmembrane potential (V_m)
V_mprime = -
1/C_m*(I_VOCC+I_Kv+I_BKCa+I_Kleak+I_NSC+I_SOC+I_Cl+4I_PMCA+I_NaK+I_NCX);

dy(1) V_mprime;
dy(2) = d_Lprime;
dy(3) = f_Lprime ;
dy(4) = p_Kprime;
dy(5) = q_1lprime;
dy(6) = p_fprime;
dy(7) = p_sprime;
dy(8) = R_@lprime;
dy(9) = R_1@prime;

dy(10) = R_11lprime;
dy(11) = Ca_uprime;
dy(12) = Ca_rprime;
dy(13) = Ca_iprime;

dy(14) = q_2prime;

dy(15) = P_SOCprime;
dy(16) = Cl_iprime ;
dy(17) = h_IP3prime;
dy(18) = Gprime;
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end

dy(19)
dy(20)
dy(21)
dy(22)
dy = dy';

IP3prime;
DAGprime;
Mprime;
AM_Pprime;

——
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