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Resumen

Hoy en dia, los ensayos experimentales, principalmente en animales, constituyen la mayor parte
de los estudios relacionados con el comportamiento eléctrico del corazén. En este sentido, los
modelos computacionales son una alternativa que se encuentra en constante crecimiento por
las numerosas ventajas que éstos tienen frente a los ensayos experimentales: Gran
reproducibilidad, gran repetibilidad, y la posibilidad que ofrecen de realizar modificaciones que
permitan simular condiciones anormales (cardiopatias) y sus posibles tratamientos.

La insuficiencia cardiaca, que constituye actualmente uno de los principales problemas
sanitarios en los paises desarrollados, conlleva la aparicién de fendmenos adversos como
pueden ser las arritmias. Es por esto que los modelos computacionales adaptados para
reproducir los cambios experimentales en pacientes que sufren de esta patologia son muy utiles
para estudiar posteriormente el efecto de farmacos sobre las células o tejidos afectados.

En el presente trabajo de fin de grado, se ha desarrollado una interfaz grafica en Matlab que
permite simular y representar con facilidad la actividad eléctrica de una célula cardiaca, la cual
incluye calculos de ciertos pardmetros fundamentales para realizar un andlisis adecuado de
éstas, asi como las modificaciones pertinentes en los modelos para poder ser ejecutadas
correctamente por esta interfaz.

Para probar el funcionamiento de esta herramienta, se han realizado una serie de simulaciones
a nivel unicelular en células de endocardio y epicardio con y sin insuficiencia cardiaca, y bajo 4
condiciones distintas: 1) Bajo condiciones de control; 2) Bajo la influencia del farmaco
Isoproterenol; 3) Bajo la influencia de un agonista B1; 4) Bajo la influencia de un agonista B,. De
estas simulaciones se analizaran 2 variables de estado fundamentales para el tema que nos
ocupa: El potencial de accion (Parametro: Duracidn del potencial de acciéon) y el transitorio de
calcio intracelular (Pardmetro: Concentracidn de calcio Ca?* maxima).

Paralelamente, se ha modificado el modelo O’Hara basico existente en Elvira, con el que trabaja
el grupo de investigacién Ci2b. Se han introducido las ecuaciones relacionadas tanto con el
sistema beta-adrenérgico como con la insuficiencia cardiaca; lo cual ha sido utilizado para
realizar las simulaciones en fibra, o 1D. Estas simulaciones, al igual que con las realizadas en 0D,
se han analizado poniendo en el punto de mira especialmente tanto el potencial de accién como
el calcio intracelular.

Palabras clave: Modelos computacionales, insuficiencia cardiaca, sistema beta-adrenérgico,
potencial de accidn, calcio intracelular.






Resum

Hui en dia, els assajos experimentals, principalment en animals, constitueixen la major part dels
estudis relacionats amb el comportament electric del cor. En este sentit, els models
computacionals sén una alternativa que es troba en constant creixement pels nombrosos
avantatges que estos tenen enfront dels assajos experimentals: Gran reproducibilitat, gran
repetibilitat, i la possibilitat que ofereixen que realitzar modificacions que permeten simular
condicions anormals (cardiopaties) i els seus possibles tractaments.

La insuficiéncia cardiaca, que constitueix actualment un dels principals problemes sanitaris en
els paisos desenvolupats, comporta |'aparici6 de fenomens adversos com poden ser les
arritmies. Es per acd que els models computacionals adaptats per a reproduir els canvis
experimentals en pacients que pateixen d'esta patologia sén molt Utils per a estudiar
posteriorment I'efecte de farmacs sobre les cel-lules o teixits afectats.

En el present treball de fi de grau, s'ha desenrotllat una interficie grafica en Matlab que permet
simular i representar amb facilitat I'activitat eléctrica d'una cel-lula cardiaca, la qual inclou
calculs de certs parametres fonamentals per a realitzar un analisi adequat d'estes, aixi com les
modificacions pertinents en els models per a poder ser executades correctament per esta
interficie.

Per a provar el funcionament d'esta ferramenta, s'han realitzat una serie de simulacions a nivell
unicel-lular en cel-lules d'endocardi i epicardi amb i sense insuficiéncia cardiaca, i davall 4
condicions distintes: 1) Baix condicions de control; 2) Davall la influéncia del farmac
Isoproterenol; 3) Davall la influencia d'un agonista B1; 4) Davall la influéncia d'un agonista B,.
D'estes simulacions s'analitzaran 2 variables d'estat fonamentals per al tema que ens ocupa: El
potencial d'accié (Parametre: Duracié del potencial d'accid) i el transitori de calci intracel-lular
(Parametre: Concentracio de calci Ca** maxima) .

Paral-lelament, s'ha modificat el model O’Hara basic existent en Elvira, amb el que treballa el
grup d’investigacié Ci2b. S’han introduit les equacions relacionades tant amb el sistema beta-
adrenérgic com amb la insuficiéncia cardiaca; la qual cosa ha sigut utilitzada per a realitzar les
simulacions en fibra, o 1D. Estes simulacions, igual que amb les realitzades en 0D, s'han analitzat
posant en el punt de mira tant el potencial d'accié com el calci intracel-lular.

Paraules clau: Models computacionals, insuficiencia cardiaca, sistema beta-adrenérgic,
potencial d'accid, calci intracel-lular.






Abstract

Experimental trials, mainly in animals, make up most studies related to the electrical behavior
of the heart. In this sense, computational models are an alternative that is constantly growing
because of the many advantages that these have over experimental trials: great reproducibility,
great repeatability, and the possibility they offer to introduce modifications to simulate
abnormal conditions (cardiopathies) and their possible treatments.

Heart failure, which is currently one of the main health problems in developed countries, leads
to adverse phenomena such as arrhythmias. This is why adapted computational models can
reproduce experimental changes in patients suffering from this pathology are very useful to
subsequently study the effect of drugs on affected cells or tissues.

In this degree final thesis, a graphical interface has been developed in Matlab that allows to
easily simulate and represent the electrical activity of a cardiac cell, which includes calculations
of certain fundamental parameters to perform an analysis of appropriate modifications to the
models to be correctly executed by this interface.

To test this tool, a series of simulations have been performed at the single-cell level in
endocardial and epicardial cells with and without heart failure, and under 4 different conditions:
1) Under control conditions; 2) Under the influence of the drug Isoproterenol; 3) Under the
influence of an Bi-agonist; 4) Under the influence of an B, agonist. These simulations will analyze
2 fundamental status variables: the action potential (parameter: action potential duration, or
APD) and the transient of intracellular calcium (parameter: maximum Calcium Ca?
Concentration).

At the same time, the existing basic O'Hara model programed in the software Elvira has been
modified by introducing equations related to both the beta-adrenergic system and heart failure;
which has been used to perform the simulations in fiber, or 1D. These simulations, as with those
performed in OD, have been analyzed focusing especially on both the action potential and
intracellular calcium.

Keywords: Computational models, heart failure, beta-adrenergic system, , action potential,
intracellular calcium.
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MEMORIA






1. Motivacion

La insuficiencia cardiaca constituye hoy en dia uno de los principales problemas sanitarios en los
paises desarrollados. Esta patologia altera de manera significativa la actividad eléctrica celular
de los ventriculos. El estudio profundo de la actividad eléctrica celular y sus consecuencias es
necesario para conseguir una mejora en los tratamientos asociados a las arritmias cardiacas.

Los modelos computacionales celulares son herramientas de una gran utilidad a la hora de
predecir el comportamiento electrofisioldgico de una célula, en este caso el comportamiento
eléctrico de una célula ventricular, asi como la respuesta de ésta si esta afectada por alguna
patologia o se encuentra en presencia de algin farmaco. Estos modelos computacionales no
sustituyen a la experimentacion in vitro o in vivo, si no que los complementa; no obstante, éstos
permitirdn en un futuro cercano reducir la experimentacion tanto in vitro como in vivo,
reduciendo directamente el uso animal o humano en el desarrollo de nuevos farmacos.

Por tanto, la mejora de los modelos celulares existentes de insuficiencia cardiaca en el ventriculo
humano, el andlisis de los efectos farmacoldgicos en estas condiciones suscita un gran interés
cientifico.



2.0bjetivos

El principal objetivo del presente trabajo es el disefio de una herramienta software de simulacién
gue permita reproducir el comportamiento bioeléctrico de una célula cardiaca y que permita
configurar las caracteristicas de la célula que se desean simular (Tipo de célula o si la célula esta
afectada por insuficiencia cardiaca, entre otras).

Ademas de este objetivo, se fijan otros objetivos secundarios relacionados directamente con
éste:

e Implementar el modelo celular inicialmente desarrollado en Matlab en lenguaje Fortran
90 para permitir la simulaciéon de un tejido cardiaco. Para ello se utilizara el entorno
conocido como Elvira, con el que trabaja el Ci2b, asi como para realizar las simulaciones
en fibra.

e Estudiar in silico la actividad eléctrica del ventriculo humano afectado por insuficiencia
cardiaca en presencia y ausencia de Isoproterenol y activadores de los receptores beta-
adrenérgicos. Este estudio se llevara a cabo tanto a nivel celular como a nivel de fibra
cardiaca.



3. Introduccion

El corazon es el principal érgano del sistema circulatorio, se trata de una bomba muscular con
capacidad contractil que genera suficiente presién para desplazar adecuadamente la sangre y
las sustancias que ésta transporta a través de las venas y las arterias.

La importancia clave de este drgano ha llevado a numerosos grupos de investigadores a
estudiarlo en profundidad en las ultimas décadas, desde la realizacion de mediciones
electrofisioldgicas precisas hasta la formulacion de modelos matematicos computacionales que
describan su actividad tanto eléctrica como mecanica a partir de ecuaciones.

Este drgano se encuentra situado en el centro del térax, en el mediastino. En cuanto a su forma,
puede considerarse como una pirdmide formada por cuatro caras, una base y un vértice; aunque
su forma varia continuamente durante los movimientos de contraccion y relajacién. El vértice
estd orientado hacia abajo e inclinado ligeramente hacia la izquierda. Su base se encuentra en
la parte superior, de la cual surgen los grandes vasos sanguineos. La posicidn relativa en el torax
puede verse en la siguiente figura (Figura 1) [1].
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Figura 1. Proyeccion superficial del corazon sobre el torso. Figura tomada de [1].

El corazén es un érgano hueco formado por 4 cavidades: dos posterosuperiores, las auriculas o
atrios (derecha e izquierda), y dos anteroinferiores, los ventriculos (derecho e izquierdo); cada
auricula se comunica con el ventriculo de su mismo lado a través del orificio auriculo-ventricular,
ocupado por un sistema valvular. La auricula y ventriculo derechos, a partir de ahora AD y VD,
estdn comunicados por la valvula tricdspide; mientras que las cavidades homdlogas del lado
izquierdo, Al y VI, estan comunicadas por la valvula mitral.

Las auriculas son las cavidades que reciben la sangre que llega al corazén, mientras que los
ventriculos son los encargados de expulsarla; el proceso completo que recorre la sangre puede
dividirse en dos subcircuitos:

e Circulacion mayor o sistémica: La sangre oxigenada en los pulmones llega a la auricula
izquierda a través de las venas pulmonares; posteriormente, ésta es llevada al ventriculo
izquierdo a través de la valvula mitral. Finalmente, el ventriculo izquierdo impulsa la
sangre oxigenada a través de la arteria aorta hacia todos los tejidos del organismo.



e Circulaciéon menor: La auricula derecha recibe la sangre desoxigenada procedente de
todo el cuerpoy la envia al ventriculo derecho a través de la valvula tricuspide, el cual a
través del tronco de la arteria pulmonar la proyecta hacia los pulmones. En éstos tiene
lugar el intercambio gaseoso donde la sangre se vuelve a oxigenar, para posteriormente
volver a la auricula izquierda a través de las venas pulmonares y comenzar el ciclo de
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Figura 2. A: Estructura interna del corazon (Cavidades, vdlvulas y vasos). [2] B: Representacion
esquemdtica de los circuitos circulatorios. Figura tomada de [3].

Para que este flujo sanguineo se produzca se necesita de un correcto funcionamiento de la
secuencia de contraccion y relajacion de las cuatro cavidades de las que consta el corazén. En
este ciclo, existen dos procesos principales: la sistole, o contraccién, y la didstole, o relajacién.

Durante la sistole, la presidn en las auriculas es superior a la presion intraventricular; por lo que
esta diferencia provoca la apertura de las valvulas auriculo-ventriculares (AV) y, con esto, el flujo
de sangre que llena rapidamente los ventriculos. A continuacién, se produce un pequefio flujo
de sangre de las venas a los ventriculos, llamado diastasis. Finalmente, se produce la sistole
auricular, en la cual se contraen estas cavidades y se expulsa definitivamente la sangre hacia su
ventriculo correspondiente.

A continuacion, se produce la sistole. Durante esta fase la sangre de los ventriculos es expulsada
a través de las arterias. Esta etapa empieza con una contraccién que incrementa la presion
intraventricular hasta producir la apertura de las valvulas aortica y pulmonar; de esta manera la
sangre empieza a salir hacia el organismo. Una vez pasado un tiempo, el flujo de sangre saliente
decrece debido a una pérdida de la eficacia de la contraccién. A continuacion, tiene lugar la
relajacidn ventricular, provocando un descenso de la presidn que permitird que comience de
nuevo la didstole. [4]

El latido es controlado por el sistema de conduccion del propio corazén, que se explica en el
siguiente apartado.

3.1.  Electrofisiologia cardiaca
A las células musculares que conforman el corazén se les llama cardiomiocitos, o miocitos
cardiacos. Estas células, presentes Unicamente en este drgano, que poseen caracteristicas tanto
de las células musculares estriadas (fuerte contraccién) como de las células lisas (contraccion
involuntaria).



Los miocitos se organizan en fibras conectadas entre ellas a través de las gap junctions (en
castellano, uniones de gap o uniones estrechas), las cuales son unas estructuras que permiten
la transmisidn de los potenciales de accion (en adelante PA, explicado en el apartado Potenciales
de accion). De esta forma, se genera una red de miocitos que permiten que el corazéon se
comporte somo un sincitio funcional, contrayéndose de forma sincrona (tanto en los ventriculos
como en las auriculas). [2]

Figura 3. Imagen de la interconexion de los cardiomiocitos. Figura tomada de [2].

El sistema de excitacion y conduccidn, el cual genera los potenciales de accion y los transmite al
resto de cardiomiocitos, comienza en el nodo sinoauricular (SA). Este nodo se encuentra en la
pared posterolateral superior de la auricula derecha, y puede ser considerado como el
marcapasos natural del corazén. Su caracteristica principal es la autoexcitabilidad, que le
permite generar impulsos eléctricos periddicos que posteriormente se transmiten al resto del
miocardio.

Posteriormente, los potenciales de accidon generados en el nodo SA se propagan por las auriculas
provocando una contraccion coordinada de éstas; este estimulo también se propaga hacia el
nodo auriculo-ventricular (AV), el cual separa ambas cavidades y cuya funcién principal es
ralentizar la propagacion del impulso para asegurar un bombeo sanguineo adecuado; esta
ralentizacién se debe a la menor cantidad de gap junctions presentes, lo que significa una mayor
resistencia al paso de los impulsos. De igual manera, el nodo AV tiene otras dos funciones
importantes: Por un lado actia como un filtro, de forma que si se produce una frecuencia
excesivamente elevada en las auriculas, este nodo impide que estos impulsos lleguen a los
ventriculos (lo cual podria conllevar consecuencias graves para el individuo); por otro lado, y
debido a que estd formado por cardiomiocitos nodales (auto excitables), también actia como
marcapasos natural en el que caso de que el nodo SA falle, siendo su frecuencia de disparo
inferior.

A partir del nodo AV, el impulso se viaja a través del haz de His, localizado en el tabique
interventricular y que se divide en dos ramas, izquierda y derecha. Mas adelante ambas ramas
se subdividen progresivamente en una red de fibras llamadas “fibras de Purkinje”, las cuales
envuelven los ventriculos. El final de estas fibras penetra aproximadamente un tercio dentro de
la masa muscular hasta finalmente integrarse con el resto de fibras musculares cardiacas. Cabe
destacar que el tiempo que transcurre entre que el impulso llega a las ramas del haz de His y
éste alcanza las terminaciones de las fibras de Purkinje es de apenas 0.03 segundos; por lo tanto,
puede considerarse que, una vez el impulso llega al sistema de conduccion ventricular, éste se
propaga de forma practicamente instantdnea.



Por ultimo, una vez el impulso llega a las terminaciones de las fibras de Purkinje, éste se propaga
por los ventriculos permitiendo la contraccién de éstos desde el apex hasta las auriculas, lo que
permite una correcta expulsidon de la sangre hacia los vasos conductores. En la figura 4 puede
verse un esquema del sistema de conduccion cardiaco. [2]
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Figura 4. Nodo sinusal y el sistema de Purkinje del corazén, mostrando también el nodo AV, vias
internodales auriculares y las ramas del haz ventricular. Figura tomada de [2].

3.1.1. Membrana celular
La membrana celular (llamada también membrana plasmatica) es una bicapa fina, elastica y
flexible que tiene un grosor de entre 7.5 y 10 nm y cuya funcién es separar el medio intracelular
del extracelular. La membrana estd compuesta de proteinas y lipidos (en su mayoria
fosfolipidos).

Los lipidos de las membranas son moléculas anfipaticas que forman una barrera que impide el
paso tanto de agua como de sustancias solubles en agua. La capa lipidica esta compuesta por
moléculas fosfolipidicas, un extremo de las cuales es soluble en agua (hidrofilico, o zona polar)
y otro sélo en grasas (hidrofébico, o zona apolar); debido a esta propiedad los extremos
hidrofébicos son repelidos por el agua, pero son atraidos entre si, por lo que las moléculas tienen
una tendencia natural a unirse a otra en el centro de la membrana (Como puede verse en la
figura 5).

Las proteinas, por su parte, se pueden clasificar en dos tipos distintos: Proteinas integrales, que
atraviesan por completo la membrana; y proteinas periféricas, que estan unidas Unicamente a
una de las capas. Muchas de las proteinas integrales constituyen canales estructurales a través
de los cuales agua y sustancias solubles en agua, especialmente iones, se pueden difundir entre
los medios intra y extracelular. Estos canales tienen propiedades selectivas, por lo que
Unicamente permiten el paso de ciertas sustancias. Estas proteinas realizan diversas funciones:
unién celular, proteccion, reconocimiento celular, etc. [2]
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Figura 5. Estructura de la membrana celular, mostrando sus principales componentes. Figura tomada de

[2].

La funcién de la membrana que mas interesa a lo largo de este trabajo es el transporte de iones
a través de ésta, el cual permite regular el equilibrio de las concentraciones idnicas durante la
fase de reposo; puesto que, como veremos en el siguiente apartado (3.2. Potencial de accidn
cardiaco), los potenciales de accion estdn provocados por alteraciones ciclicas de las
concentraciones de los diferentes iones (Figura 6).
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Figura 6. Concentraciones intracelulares y extracelulares de los principales iones en estos medios
(Especialmente Sodio, Potasio, Calcio y Cloro). Figura tomada de [2].

Se ha comentado previamente que la membrana permite el intercambio de iones entre los
medios intra y extracelular, y este transporte de iones se produce a través de dos mecanismos
distintos (o dos tipos de fuerza distintos):

e Difusion:

El primer mecanismo de intercambio son las fuerzas de difusién, generado por la diferencia
entre las concentraciones intra y extracelulares. De este modo, siempre que haya una diferencia
entre las concentraciones los iones tenderdn a desplazarse a favor del gradiente de
concentracién, o lo que igual, de la zona de mayor concentraciéon a la zona de menor
concentracion.

Como se ha comentado anteriormente, las proteinas de membrana son las que se encargan de
permitir o bloquear el paso de los iones. Pueden distinguirse dos tipos de mecanismos por los




cuales se realiza el intercambio idnico en funcidn de la necesidad de un aporte energético para
llevar a cabo el transporte:

o Mecanismos pasivos: Estos se producen sin necesidad de un gasto energético,
lo que quiere decir que las fuerzas de difusion son suficientes como para que se
lleve a cabo el transporte. A su vez, existen 3 tipos de mecanismos pasivos:

= Difusion simple: Pese a que este tipo de difusiéon es de pequefia
magnitud, ciertos iones son capaces de atravesar la membrana
directamente sin necesidad de otro mecanismo.

= Canales idnicos: Se tratan de proteinas transmembrana, como las que
aparecen en la figura 5, que forman un poro deformable a través del
cual se permite el acceso de ciertos iones (Difusidn selectiva). Las
condiciones del medio (estimulos, temperatura, quimica, etc)
determinan si un canal se encuentra abierto o cerrado permitiendo el
paso de los iones.

= Intercambiadores y co-transportadores: Aprovechan el transporte de
un ion a favor de su gradiente para transportar otro en contra del suyo.

o Mecanismos activos: Al contrario que con los mecanismos pasivos, éstos
necesitan de un aporte energético para transportar iones en contra de su
gradiente de concentracién. Esta energia la consiguen a partir de la
desfosforilacién del adenosin trifosfato (ATP). Las bombas de sodio potasio
(Na*-K*) y la de calcio (Na*) son los principales ejemplos de este tipo de
mecanismo.

e Campo eléctrico:

Teniendo en cuenta que los iones son moléculas cargadas, generardn una diferencia de potencial
entre los medios intra y extracelular en funcidn de la cantidad de los iones en cada uno de éstos;
por lo tanto, los iones tenderan a desplazarse debido a ese campo eléctrico en funcién de la
carga del propio ion.

La diferencia de potencial entre los medios intracelular y extracelular se la denomina potencial
de membrana, y se calcula mediante la ecuacion 1:

V,=V,i—V, Ec.1

Siendo Vn, el potencial de membrana, V. el potencial extracelular y V; el potencial intracelular.

Como hemos dicho previamente, los iones tenderan a desplazarse en funcion de su carga; por
lo tanto, si consideramos que V; > V. los iones positivos (Na*, Ca?* y K*) tenderan a salir de la
célula, mientras que el ion negativo Cl" tendera a entrar en la célula. De forma contraria actuaran
si Ve >Vi.

Teniendo en cuenta ambas fuerzas, tanto la de difusién como la del campo eléctrico, y
poniéndolas en conjunto pueden darse dos casos: Que ambas se opongan, o que ambas tengan
el mismo sentido. En la figura 7 puede verse un esquema con estas fuerzas para cada ion. [4][5]
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Figura 7. Esquema de los mecanismos de transporte idnico existentes en la membrana celular: Fuerzas
de difusion y campo eléctrico, bombas e intercambiadores y co-transportadores. En este esquema el
potencial de membrana es negativo. Figura tomada de [5].

En el caso de tener un potencial de membrana negativo, como puede verse en la figura 7, en el
caso de los iones K*y ClI" ambas fuerzas tienen sentidos opuestos; y, puesto que ambas fuerzas
son de una magnitud similar, éstas se anulan puesto que se genera una corriente resultante nula
o practicamente nula. Por el contrario, en el caso de los iones Na* y Ca?* las fuerzas de difusién
y campo eléctrico tienen el mismo sentido, dando lugar a unas corrientes resultantes no nulas,
tendiendo ambos a entrar a entrar. [4][5]

3.2. Potencial de accién cardiaco

Las células cardiacas son todas excitables, lo que quiere decir que tienen la capacidad de
modificar su potencial de membrana en reposo cuando les llega un estimulo eléctrico. Las
células del sistema de generacién y de conduccién son también automaticas, por lo que tienen
la capacidad de generar espontaneamente y de forma ritmica una despolarizacion y desarrollar
un potencial de accién; por el contrario, las células no automaticas (auriculares y ventriculares)
Unicamente desarrollan un potencial de accién en el momento en que llega a ellas un impulso
cardiaco.

A lo largo del potencial de accién, el cual serd detallado mdas adelante, se produce una
despolarizacién (una rapida inversion de la polaridad de la membrana) seguida de una
repolarizacion (retorno al equilibrio). Sin embargo, para que tenga lugar la despolarizacion es
condicidn necesaria aplicar a la célula un estimulo eléctrico suficientemente largo, superior a un
voltaje umbral; este estimulo puede tener dos origenes: las células adyacentes, o una fuente
externa (como puede ser un electrodo).

Los potenciales de accion tienen una morfologia diferente en funcién del tejido analizado
(auricula o ventriculo, en incluso dentro de un mismo tejido (p. ej. endocardio o epicardio). Esto
se debe al comportamiento de los canales idnicos.

Atendiendo a los potenciales de accion miocardicos, su morfologia es distinta dependiendo de
la zona en la que se registren; no obstante, la mayoria de ellos presentan las mismas fases, las
cuales se describen a continuacion (véase también la Figura 8):
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Fase 0, o de rapida despolarizacién: Esta se produce como resultado de la entrada
masiva de iones [Na*]a través de los canales voltaje-dependientes, los cuales se activan
y desactivan con la despolarizacién durante 1 o 2 ms generando una corriente rapida de
iones [Na*].

Fase 1, o de rapida repolarizacion: Se debe a la activacion de una corriente de rapida
activacion e inactivacion, la corriente transitoria (Kio).

Fase 2, o de meseta (plateau): En esta fase de da un equilibrio de las corrientes de
entrada vy las rectificadoras de salida; también se produce la entrada de [Ca?*] y [Na*] a
través de los canales voltaje-dependientes, lo que provoca la contraccién del miocito.
Fase 3, o de repolarizacién acelerada: Esto se debe a la inactivacion de las corrientes de
entrada de [Ca®*] y [Na*]y el consiguiente predominio de las corrientes repolarizantes
de [K*] activadas durante la fase 2.

Fase 4, o de diastole: Acabada la repolarizacién, el potencial de membrana se mantiene
estable hasta que la célula es despolarizada de nuevo. En las células ventriculares, como
la que nos ocupa en este trabajo, esta fase es isoeléctrica y durante ésta se restituyen
las concentraciones idnicas tanto de los medios extra e intracelular gracias a la
activacién de las bombas de Na*-K* y los intercambiadores Na*/Ca*. [1][6]
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Figura 8. Imagen del potencial de accion de una célula cardiaca. Cada fase y la corriente idnica

predominante aparecen representadas. Figura tomada de [6].

3.3. Modelado bioeléctrico cardiaco
La importancia clave del corazén ha llevado a numerosos grupos de investigadores a desarrollar
modelos matematicos computacionales que describan su actividad bioeléctrica a partir de
ecuaciones.

Estos modelos, ya sean de células aisladas o de tejidos completos, son extremadamente Utiles
para estudiar los efectos de patologias, farmacos y otros muchos factores tanto internos como
externos sobre el comportamiento del corazéon. En las siguientes lineas se detallaran los
conceptos bdsicos sobre los modelos unicelulares eléctricos.

El circuito equivalente de una célula es similar al que se representa en la Figura 9, donde se
pueden diferenciar los siguientes elementos:

Membrana: Esta equivale a un condensador de capacidad Cy, puesto que se trata de una
bicapa lipidica que separa dos medios conductores.
Canales idnicos: Equivalen a una fuente de tensidn E, con una conductancia g, en serie.
Cada rama en paralelo equivale a un canal distinto.
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e Bombas, intercambiadores y co-transportadores: Cada uno aparece como una fuente
de corriente en paralelo entre si y a los canales.
e Estimulo externo: Equivale a una inyeccién de corriente externa al circuito.

int

+ 4 ex
canales 10nicos Otro mecanismo
de transporte

capacidad de
membrana

Figura 9. Circuito equivalente de una célula cardiaca. Figura tomada de [5].

Si se aplica la primera ley de Kirchhoff al circuito anterior, que afirma que el sumatorio de
corrientes en los nodos debe ser nulo, obtenemos la ecuacién 2:

AV

c. Lm
m at

+ 25 Is(0) + Zp I () + Lestim(£) = 0 (Ec. 2)

En la cual Cy representa la capacidad equivalente de la membrana, V. el potencial de
membrana, |s la corriente de los canales id6nicos e I, la corriente de las bombas, los
intercambiadores y los co-transportadores.

A su vez, la corriente de los canales idnicos Is se calcula a partir del potencial de membrana (Vn),
el potencial de equilibrio para una determinada especie idnica (Es) y la conductancia de estos
canales (gs); como puede verse en la ecuacién 3:

Is = gs(t) - (V,,(t) — Es) (Ec. 3)

Siendo el valor del potencial de potencial de equilibrio, Es, el calculado a partir de la ecuacion 4:

_RT (ISl
Eg =2 ln([s]i) (Ec. 4)

En la cual R se trata de la constante de los gases, F la constate de Faraday, T la temperatura del
medio (En Kelvin) y S, y Si la concentracién del ion extracelular e intracelular, respectivamente.

No obstante, pese a que la ecuacion 3 define el valor de un canal idnico, en la membrana no
existe Unicamente un canal de cada familia, sino que hay muchos distribuidos por toda la
membrana. Es por esto que para calcular la corriente de una familia de canales se utiliza la
ecuacion 5:

Is(t) = Gs(t, Vi, [SD - (Vi (8) — Ej5) (Ec.5)

Gs(t, Vi, [S]) = Ng - gs - f5(t) (Ec. 6)
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Donde Gs es la conductancia de la poblacién completa de canales en un instante determinado,
Ns el nimero de canales total de la familia del ion de interés y fs la fraccion de canales abiertos
de la familia en ese instante (en tanto por uno). [4][5]

La evolucién de estos modelos ha permitido reproducir de forma muy precisa el potencial de
accion, y como influyen las diferentes corrientes. En este sentido, el modelo de potencial de
accion ventricular mas reciente y completo es el modelo O’Hara-Rudy.

3.3.1. Modelo O’Hara-Rudy
El modelo cardiaco de O’Hara-Rudy es un referente en el estudio de la cardiologia actual. Este
modelo nace de la necesidad de prevenir los diferentes tipos de arritmias que pueden conducir
a una muerte repentina. Para ello, se pone el foco en el comportamiento eléctrico de una célula
cardiaca humana; hasta ese momento, pocos estudios realizados utilizaban células humanas,
cuyo comportamiento se asemeja pero no es igual al de las células cardiacas de otras especies
animales y la respuesta ante farmacos varian. [7]

Tras el estudio de mas de 140 corazones humanos, se consiguidé desarrollar el estudio
matematico mas preciso hasta el momento. El estudio responde a diferentes regulaciones de
ritmo, ritmos rdpidos, latidos prematuros, las alteraciones en las concentraciones intracelulares
de Na*y comportamientos electrofisioldgicos. También contiene observaciones de arritmias en
presencia de farmacos.

Para facilitar la comprension de su modelo, O’Hara y Rudy realizaron este esquema visual (Véase
Figura 10) donde la célula cardiaca queda dividida en 4 zonas: el mioplasma (MYQ), la junta
sarcoplasmica reticular (JSR), la red sarcoplasmica reticular (NSR) y el subespacio (SS)
representando el espacio que queda cerca de los tubulos T.

Figura 10. Diagrama esquemadtico del modelo de miocito del ventriculo humano. Figura tomada de [7].

El modelo de O’Hara et al. [7], ha sido modelado mediante la inclusion del sistema beta-
adrenérgico, los cambios de detubulacién y la modificacién de ciertas conductancias a partir de
la iniciativa CiPA.

14



CiPA es una iniciativa cuyo objetivo es facilitar la adopcién de un nuevo paradigma para la
evaluacion clinica del Torsade de Pointes que no se mida exclusivamente a partir de la potencia
del bloqueo de hERG y por la prolongacidon del intervalo QT del ECG. Este paradigma se impulsa
a partir de una serie de ensayos in vitro basados mecanicamente y acoplados a reconstrucciones
in silico de la actividad electrofisiolégica cardiaca celular. [8]

En cuanto a los cambios introducidos en el modelo de O’Hara et al., a medida que estos ensayos
avanzan se han modificado las conductancias de ciertos canales idnicos, como I, IcaL O InaL.

3.3.2. Modelado 1D
Una vez se desarrolla un modelo a nivel celular, como el modelo O’Hara-Rudy, el paso posterior
es su escalado en 1D; esto significa que el modelo de una sola célula es utilizado para crear el
modelo para una fibra unidimensional.

Para llevar a cabo este paso es necesario tener en cuenta la propagacion del potencial de accion
entre células adyacentes. Las células musculares cardiacas estan unidas entre si a través de los
discos intercalares, los cuales permiten la propagacion del potencial de accidn entre células por
medio de canales idnicos que conectan ambas células similares a los que se encuentran en la
membrana conectando los medios intracelular y extracelular pero que permiten una difusiéon
casi totalmente libre de iones. a estas uniones, nombradas previamente, se las conoce como
gap junctions.

Estas uniones, como se ha expuesto previamente, tienen un comportamiento similar al resto de
canalesidnicosy, por lo tanto, su modelo eléctrico consta de una resistencia entre células (Véase
Figura 11). [9]

AT AT AgF A —AFm)
K R, R, R,

Ry

LRm LRm LRm LRm LRm LRm

SVINIONE 70l Y Y

Figura 11. Modelo de fibra del tejido cardiaco, en la que cada célula es representada por un cilindro y los
discos intercalares por una resistencia. Figura tomada de [9].

Donde R; y Re son las resistividades intra y extracelulares (Qcm), Rp la resistencia de las gap
junctions (Qcm?) y I, es la corriente que circula por la membrana (nA/cm).

Es comun considerar la resistividad extracelular insignificante, ya que de esta forma se simplifica
el modelo y la ecuacién que define el potencial de accién a lo largo de la fibra es la siguiente:

5§ [168Vm

s lm 5x]=lm;5|endon=Vi—l/; Ec. 7
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No obstante, para tener un modelo mas exacto cabe tener en cuenta la resistencia extracelular,
la cual provoca que se reduzca la velocidad de conduccion [10]; esto significa que el tejido
presenta diferentes grados de anisotropia por estar formado por espacios intra y extracelulares
(al igual que se ha observado experimentalmente). [9]

Considerando esta demostracidn, las ecuaciones del bidominio resultantes son las siguientes:

£[16Vi . 5[&% _ e g
Sx Risxl ™ ¢

R; 6x Tom a

Estas ecuaciones, asi como las implementadas en los modelos 2D y 3D, se resuelven empleando
el método de elementos finitos. Este es un método numérico para encontrar la solucién a una
ecuacioén o sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias o en derivadas parciales.

Para implementar este método es crucial realizar una correcta discretizacion del dominio (en
este caso una célula, fibra o tejido cardiaco) en un nimero suficientemente elevado de
subdominios no-intersectantes entre si, denominados elementos finitos; cuyos vértices se
denominan nodos. De esta forma, el modelo se resuelve para estos nodos, puesto que
constituyen puntos representativos del comportamiento del sistema completo.

En el modelo 1D utilizado en las simulaciones analizadas en el apartado “Resultados y analisis”
el nimero de células, o nodos, de las que consta la fibra es de 166, de acuerdo con las
simulaciones realizadas en el articulo de O’Hara et al. [13]; de las cuales 83 con de endocardio y
83 de epicardio.

Una vez implementadas estas ecuaciones se obtienen unos resultados similares a los que
aparecen en la figura 12.
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Figura 12. Potencial de accion en diferentes células de una fibra o tejido unidimensional. El formato “#n”
indica a qué célula corresponde cada potencial de accion. Figura tomada de [9].

Como puede verse en la Figura 12, las uniones de gap afaden un retraso entre los PA de las
células adyacentes, por lo que la velocidad de propagacion es una magnitud clave a la hora de
estudiar los modelos 1D.
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3.4. Insuficiencia cardiaca
La insuficiencia cardiaca ocurre cuando el corazén es incapaz de suministrar un flujo de sangre
y, por lo tanto, una entrega de oxigeno suficiente a los tejidos periféricos y a los érganos.

La insuficiencia cardiaca mds comun involucra al ventriculo izquierdo; mientras que la
insuficiencia ventricular derecha, pese a que en ocasiones se encuentra sola o asociada a una
enfermedad pulmonar, ocurre con una mayor frecuencia de forma secundaria a una
insuficiencia ventricular izquierda.

Los efectos que tiene para la vida de las personas son muy diversos: Con una insuficiencia
cardiaca leve el paciente sufre dificultad para respirar durante la actividad fisica (disnea de
esfuerzo). En las formas mas graves de insuficiencia el paciente puede ver mermada su
capacidad para realizar cualquier esfuerzo fisico practicamente a cero, pudiendo sufrir disnea
de esfuerzo incluso en reposo; ademads, el paciente tendra, probablemente, una presion
pulmonar significativa, o edema sistémico.

De entre las causas de la insuficiencia cardiaca se encuentran factores que se originan en el
propio corazén (p. e]. patologias) o factores externos que exigen demandas excesivas al corazén.
La principal causa es la enfermedad de las arterias coronarias, la cual reduce el flujo sanguineo
coronario y en consecuencia el suministro de oxigeno a miocardio, causando hipoxia miocdrdica
y funciéon deteriorada. Una causa comun relacionada de insuficiencia cardiaca es el infarto de
miocardio. El tejido infartado limita la actividad mecdnica del miocardio, y las regiones no
infartadas deben compensar la pérdida de esa funcion mecanica. A lo largo del tiempo, las
demandas adicionales sobre el tejido no infartado pueden causar cambios funcionales que
producen la insuficiencia.

Otras causas que pueden conducir a la insuficiencia cardiaca son los defectos congénitos y
enfermedades valvulares, cardiomiopatias, miocarditis o arritmias crénicas. [11]

Es debido a la importancia que tiene la insuficiencia cardiaca actualmente que diversos grupos
de investigadores estan investigando a fondo ésta, sus causas y como reducir su influencia hoy
en dia.

3.4.1. Modelado
En la tabla de la figura 13 pueden verse las modificaciones introducidas al modelo O’Hara-Rudy
basico para simular el remodelado electrofisioldgico que tiene lugar en insuficiencia cardiaca.
En este caso se han introducido los valores correspondientes a la segunda columna, en la cual
aparecen los cambios porcentuales en las conductancias de las corrientes que aparecen en las
filas de la tabla. Estos cambios estan basados en medidas experimentales de los trabajos que
figuran en la tercera columna.
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lonic Parameter % in the HF model compared to the

modified normal model Experimental conditions
ORd model

InaL 180% Isolated cardiomyocytes from LV mid-myocardium of failing dog hearts [88] Whole cell
voltage clamp (room temperature) 3]

Thr 180% Isolated cardiomyocytes from LV mid-myocardium of failing dog hearts [88] Whole cell
voltage clamp (room temperature) [3]

I 40% Isolated cardiomyocytes from LV mid-myocardium of failing human hearts. Whole cell
voltage clamp (room temperature) (4]

Ixa 68% Review artide. Several species [5]

Inax 70% Measurements of human myocardial [7] NaK-ATPase concentration in failing hearts
[S]Review article. Several species [6]

Inab 100% Simulation of human HF [89]

lcab Simulation of human HF [89]

Incx 175% Simulation of human HF [90]

Jserca 50% Isolated cardiomyocytes from LV of failing human hearts. Measurements of Ca”uptake rates
by the SR (37°C) [8]

lieak 130% Review article [9]

ECsosr Review artide [10]Isolated cardiomyocytes from LV of failing rabbit hearts. Measurements of
RyR sensitivity to SR Ca®" [91]

CaMKa 150% Review artide [10]. Transgenic mice [11]

anwicis sisamy 80% Review artide [92]

Figura 13. Tabla mostrando los cambios introducidos en los modelos de Grandi et al. (GPB) y O’Hara et
al. (ORd) para simular insuficiencia cardiaca. Tabla modificada de [12].

3.5. Detubulacion

Los tubulos T (tubulos transversales) son extensiones de la membrana celular que penetran en
el centro de las células del musculo cardiaco. Con membranas que contienen grandes
concentraciones de canales idnicos, transportadores y bombas, los tibulos T permiten la
transmision rapida del potencial de accién en la célula y también juegan un papel importante en
la regulacién de la concentracidn celular de calcio [Ca%']. A través de estos mecanismos, los
tubulos T permiten que las células del musculo cardiaco se contraigan con mas fuerza al
sincronizar la liberacion de calcio en toda la célula [13]. La detubulacién en nuestro modelo se
refiere a la inclusién en los modelos computacionales de estas modificaciones relacionadas con
los tubulos T.

Extracellular space T-tubules
Cytoplasm Cell 1 Cell 2

Intercalated disc

Microtubule +Tip protein

Figura 14. Estructura de los tubulos Ty posicion relativa en una célula. Figura tomada de [13].

En la figura 14 se puede ver la estructura de los tubulos T, asi como sus principales componentes
y comunicaciones con el resto de componentes celulares. Cabe destacar la aparicion de los LTCC
tanto en estos tubulos T.
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Estudios recientes han demostrado que la disrupcién de la organizacion celular acompaiiada de
una pérdida progresiva de microdominios de tubulos transversales en condiciones de
insuficiencia cardiaca podrian tener también un impacto en el ciclo del calcio y, por lo tanto,
promover el desarrollo de desencadenantes arritmogénicos. [14]

Este impacto en el ciclo del calcio esta provocado por una distribucién alterada de los canales
idnicos de calcio de tipo L (En inglés L-Type Calcium Channels)[15]. Esta alteracion afecta a 3
corrientes idnicas diferentes que se producen a través de este tipo de canales, que son lca, lcana
e lcak, las cuales representan el transporte de los iones Ca?*, Na* y K* a través de estos canales,
respectivamente.

Esta degradacién de los microdominios de los tubulos T causa, ademas de las alteraciones en los
canales descrita anteriormente, una disrupcion en los receptores beta-adrenérgicos 2 (por sus
siglas en inglés B,-AR) y en la fosfodiesterasa (PDE). [15]

3.5.1.1. Modelado

El modelado de la detubulacion se describe en el articulo “Microdomain-Specific Modulation of
L-Type Calcium Channels Leads to Triggered Ventricular Arrhythmia in Heart Failure” [16]. Las
ecuaciones relacionadas con el desdoblamiento de los canales idnicos, y por lo tanto de las
corrientes que por ellos discurren, descritas anteriormente han sido afiadidas en el anexo
“Ecuaciones”, las cuales estan diferenciadas con un subindice “ss” para las que se encuentran
en el subespacio y un indice “i” (o en ocasiones sin subindice) para las que se encuentran en los
tubulos T.

3.6. Sistema beta- adrenérgico

Los receptores adrenérgicos, o adrenoreceptores (AR) son receptores, asociados a la proteina
G, que son activados por las catecolaminas, como la adrenalina o la noradrenalina.

Existen tres tipos de AR, que son ai, a; y B, cada uno de los cudles estd subdividido en tres
subtipos. En este trabajo se han tenido en cuenta las modificaciones relacionadas con los
receptores adrenérgicos B1y B2, también llamados receptores beta-adrenérgicos 1y 2.

Cuando los receptores beta-adrenérgicos, los cuales estdn asociados a la proteina G;, se activan
provocan la estimulacidn de la adenil ciclasa (AC) y la acumulacién del segundo mensajero cAMP
(Por sus siglas en inglés, cyclic Adenosine MonoPhosphate). La estimulacién de estos receptores
en los miocitos ventriculares induce la activacion de la Proteina Kinasa A (PKA) y la fosforilacion
de numerosas proteinas intracelulares (también llamadas “sustratos”), incluyendo los canales
de Ca?* de tipo L (Ica) 0 los canales de K* de activacidn lenta retardada (lg)[16].

Se ha descubierto que un incremento de las interacciones entre las cascadas de sefializacion de
los B-AR y otras cascadas de sefializacidn, principalmente la Ca?*/Calmoludina kinasa (CaMKIl)
juegan un rol importante tanto en la fisiologia normal como patoldgica de las células cardiacas.
En la figura 15 se puede observar la influencia de estos receptores en el esquema celular y las
diferentes cascadas de sefalizacion. [17]
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(A Whole-cell schematic
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Figura 15. Esquema del modelo de célula ventricular canina incluyendo electrofisiologia, la influencia del
CaMKll'y los dominios de sefializacion de los B-AR. Los sustratos modulados por la fosforilacion de PKA se
resaltan en rojo. Figura tomada de [17].

El B1-AR es el receptor mas importante que media la respuesta cardiovascular a la noradrenalina
liberada por los terminales nerviosos simpaticos y a la adrenalina circulante. Las principales
funciones de estos receptores es el aumento del gasto cardiaco provocado por el aumento de la
frecuencia cardiaca, la liberacién de renina por las células yuxtaglomerulares o la lipolisis en el
tejido adiposo.

Por otro lado, el B2-AR se localizan principalmente en las células de musculo liso y su principal
funcidn es provocar la relajacion del musculo, el incremento del gasto cardiaco y el aumento de
la velocidad de contraccién. [16]

En cuanto al tema que nos ocupa, el aumento de la actividad simpatica beta-adrenérgica es una
sefal distintiva de insuficiencia cardiaca y, a menudo, conduce a una remodelacién ventricular
y al deterioro de la actividad contractil del corazén. Cabe tener en cuenta que, bajo condiciones
de insuficiencia cardiaca, la mortalidad puede ser repentina debido a las arritmias que se
producen.

Los bloqueadores adrenérgicos B1, o los bloqueadores no selectivos, pueden revertir este
remodelado ventricular y reducir la mortalidad en pacientes con insuficiencia cardiaca. No
obstante, aunque se sabe del efecto antiarritmico de estos blogueadores, el mecanismo
subyacente no se conoce con exactitud.

La estimulacién de los receptores beta-adrenérgicos puede conllevar una sobrecarga de calcio
en el reticulo sarcoplasmico, por ello la liberacién de calcio espontdnea desde este mismo
reticulo, y finalmente, despolarizaciones posteriores (En inglés delayed afterdepolarizations,
DADs) que pueden provocar arritmias cardiacas.

Algunos sustratos potencialmente arritmogénicos debido a la estimulacion de los B-AR incluyen
conducciones anormales de los impulsos, dindmicas de repolarizacién alteradas vy
heterogeneidad transmural durante la repolarizacion. Bajo insuficiencia cardiaca, las
caracteristicas de las diferentes capas del ventriculo (epicardio y endocardio) se ven alteradas
por el remodelado molecular y estructural, incluido el remodelado de los B-AR, y pueden ser la
antesala de arritmias, como se ha visto en pacientes con insuficiencia cardiaca. [18]
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En las simulaciones que mas adelante se analizaran, en el apartado 5. “Resultados y andlisis”, se
suponen 4 casos distintos: 1) Bajo condiciones de control, lo que quiere decir que ningin
farmaco es aplicado a las células; 2) Bajo la influencia de Isoproterenol, que es un farmaco
activador de los receptores beta-adrenérgicos; 3) Bajo la influencia de un agonista B; y 4) Bajo
la influencia de un agonista ..

3.6.1. Modelado
El modelado de los canales beta — adrenérgicos se describe con todo lujo de detalles en el
articulo “Local Control of beta-adrenergic stimulation: Effects on ventricular myocyte
electrophysiology and Ca?**-transient”, publicado por J. Heijman en 2011. [17]. Una seleccidn de
las ecuaciones mas importantes puede consultarse en el anexo “Ecuaciones”.

Una parte de estas ecuaciones sirve para calcular las diferentes fracciones fosforiladas en
funcidén del caso que se simula. Puesto que, en el modelo en el software Elvira, entorno en el
gue se realizan las simulaciones de fibra, no es posible o es muy complejo integrar estas
ecuaciones el proceso que se ha seguido es realizar el cilculo de éstas en Matlab (Con el modelo
celular, 0 OD, completo) e introducirlas como parametros a las simulaciones 1D; previamente se
han testeado en el modelo OD en Elvira, dando lugar a unos resultados considerados
practicamente idénticos. En el anexo 3, “Fracciones fosforiladas”, pueden verse los valores de
estas fracciones para cada tipo de célula bajo cada condicidn.
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4. Disefio del software

En los proximos apartados puede verse el funcionamiento en detalle de la interfaz que ha sido
programada para llevar a cabo la primera fase del analisis de este proyecto. Para ver un diagrama
de flujo de la interfaz, consultar el anexo 1. “Diagrama de flujo de la interfaz grafica”.

4.1. Interfaz grafica
En la figura 16 se puede ver una captura de la apariencia de la interfaz una vez una simulacion
ha sido lanzada y sus datos representados.
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Figura 16. Vista completa de la interfaz grdfica “Simulation of 0D models” tras hacer una simulacion.
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La interfaz que se presenta a continuacién ha sido utilizada en la primera fase de este proyecto,
para poder comparar las simulaciones unicelulares, de forma que la comparacion entre las
simulaciones se facilita y agiliza mucho mas que haciendo todo el proceso de forma manual.

A continuacién, se presentan las diferentes etapas que el usuario debe completar para llevar a
cabo las simulaciones correctamente:

4.1.1. Seleccion del modelo

En primer lugar, el usuario debe elegir el modelo que desea simular, del cual fijard sus
pardmetros y podrad visualizar los resultados en pantalla en las posteriores etapas.

Los modelos que han sido integrados en la interfaz son diferentes versiones, cada una mas
completa que la anterior, del modelo O’hara-Rudy:

e Modelo O’hara-Rudy basico.

e Modelo O’hara-Rudy con los cambios del sistema beta-adrenérgico implementados,
pero sin los cambios de detubulacion.

e Modelo O’hara-Rudy con los cambios del sistema beta-adrenérgico y de detubulacion
implementados.

Model Selection

' O'Hara basic
O'Hara beta

@) O'Hara beta and detubulation

Conditions | Control v

Cell Type Endocardium V¥
CiPA Yes v

sl | No v

Figura 17. Captura del menu de la interfaz dedicado a la eleccion del modelo a simular.

De todos estos modelos es posible elegir tanto el modelo para endocardio como el modelo para
epicardio, cuyas diferencias residen en ciertas constantes del modelo, especialmente
relacionadas con las conductividades de ciertos canales idnicos.

Aungue no se especifique, cabe recordar que todos los modelos integrados son ventriculares,
ya que el presente trabajo esta plenamente enfocado en el estudio de las células ventriculares.

Ademads de seleccionar el modelo, en esta etapa el usuario también tiene que seleccionar otros
cuatro datos sobre el modelo a simular:

e Conditions: El usuario puede seleccionar bajo qué condiciones se encuentra la célula
simulada: 1) Bajo condiciones de control; 2) Bajo la influencia de Isoproterenol; 3) Bajo
la influencia de un agonista Bs; 4) Bajo la influencia de un agonista f..
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Cell Type: El usuario debe seleccionar qué tipo de célula desea simular, si de endocardio
o de epicardio. La pocidn seleccionada por defecto es de “Endocardium”.

CiPA: El usuario debe seleccionar si las modificaciones de la iniciativa CiPA se incluyen o
no en el modelo simulado. Por defecto la opcidn selecciona es “Yes”.

HF: El usuario debe seleccionar si la célula sufre o no insuficiencia cardiaca. Por defecto
la opcidn seleccionada es “No”.

Excepto en las opciones del menu “Conditions”, donde las modificaciones son muy profundas,
en el resto de opciones las modificaciones en el cédigo se basan especialmente en cambios en
las conductancias de diferentes canales idnicos. Estas modificaciones estan especificadas en los
apartados de la memoria correspondientes a cada opcién.

Mas adelante, en la etapa de parametrizacién, podran seleccionarse otras modificaciones
implementadas para cada modelo.

4.1.2. Parametrizacion

El siguiente paso a realizar es seleccionar o fijar los diferentes pardmetros que cada modelo
necesita para la simulacion.

Parameters
BCL (ms) 1000
N beats 10
| Stim. (mA) -80
Stim. Duration (ms) 05
Stim. Delay (ms) 10

Figura 18. Captura del ment de la interfaz dedicado a la eleccion pardmetros a simular.

A continuacion, se detallan los diferentes parametros que pueden modificarse y en qué modelos
se veran reflejados estos cambios:

Duracion de cada ciclo (o Basic Cycle Length, BCL): Este parametro define el tiempo que
pasa entre dos estimulos consecutivos. Los valores aproximados que suelen fijarse
ronda entre los 600 y los 1500 ms, teniendo en cuenta que a mayor BCL mayor serd el
tiempo de simulacién. El valor por defecto que aparece en la interfaz es de 1000 ms,
que es un valor intermedio y muy comun.

Numero de pulsos: Como su propio nombre indica, el usuario debe elegir cuantos pulsos
desea simular. Al igual que sucede con el BCL, a mayor numero de pulsos simulados,
mayor serd el tiempo de simulacién; no obstante, cada modelo requiere de un nimero
de pulsos aproximado para estabilizarse, lo que quiere decir que si simulas un nimero
demasiado bajo de pulsos de un modelo con la mayoria de estos no conseguiras unos
resultados fieles a la realidad. Teniendo en cuenta esto, es importante fijar un nimero
de pulsos adecuado para cada modelo y buscar una relacidon entre estabilizacién y
tiempo de simulacién.
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¢ Amplitud del estimulo (mA): El usuario debe indicar la amplitud del estimulo que desea
aplicar a la célula configurada. Puesto que las corrientes de entradas se consideran
negativas y, claro estd, la corriente de estimulo es una corriente completamente de
entrada, el valor a especificar debe ser negativo. El valor por defecto que aparece es de
-80 mA debido a que es un valor comun a utilizar, ademas de ser el valor utilizado para
llevar a cabo las simulaciones OD en nuestro analisis.

e Duracion del estimulo (ms): De igual manera que con la amplitud, el usuario debe
indicar la duracién del estimulo aplicado a la célula. El valor por defecto que aparece en
la interfaz es de 0.5 puesto que es la duracién de estimulo utilizada en nuestras
simulaciones.

e Retraso del estimulo (ms): Este retraso indica la diferencia de tiempo entre el inicio del
pulso virtual configurado y el momento en el que se aplica el estimulo. En este caso el
valor suele ser o bien nulo o bien un tiempo pequefo; en este caso, de nuevo, el valor
por defecto de la interfaz es igual al valor utilizado en las simulaciones del presente
trabajo, y es de 10 ms.

De todos estos parametros, los 3 ultimos solamente se aplicaran con los modelos modificados
con los cambios en los receptores beta-adrenérgicos, quedando como parametros modificables
del modelo O’hara-Rudy basico Unicamente el BCL y el nimero de pulsos a simular.

4.1.3. Personalizacion de fracciones
Esta etapa es util para los modelos en los que el sistema beta-adrenérgico ha sido
implementado, por lo que para el modelo O’Hara-Rudy basico no tendran ninguin efecto los
valores de las fracciones fosforiladas aqui configuradas. Como se ha explicado en el apartado
3.5.1,, el valor de las diferentes fracciones viene dado como resultado de la simulacion del
modelo Heijman implementado en Matlab, cuyas ecuaciones pueden consultarse en [15].

Fraction Personalization

flCaLP 0
fIKsP 0
fPLBP 0
fTnIP 0
fINaP 0
fINaKP 0
fRyRP 0
fIKurP 0
flCal eca 0
Whole_Cell_PP1 0

Figura 19. Captura del menu de la interfaz dedicado a la modificacion de las fracciones fosforiladas.
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En la figura 19 pueden verse las diferentes fracciones fosforiladas que el usuario puede
modificar, cada una de ellas relacionada con una corriente idnica diferente. Hay que tener en
cuenta que la fraccion flCaL eca uUnicamente es Uutil cuando se ejecuta el modelo con
detubulacidon. Ademads, esta fraccion Unicamente tendrd valores propios cuando la célula
simulada sufra de insuficiencia cardiaca; de lo contrario, tendra valores iguales a la fraccion fICal
cuando se simule un modelo sin insuficiencia cardiaca.

Como puede verse a la hora de utilizar la interfaz, cada vez que se modifica una opcién que
afecta a los valores de las fracciones, éstos se actualizan mostrando al usuario los valores que
en ese momento tomarian las fracciones fosforiladas si se lanzara la simulacidon en ese
momento.

4.1.4. Simulacion
Una vez seleccionado el modelo y configurados los pardmetros de la simulacidn, ya estd todo
preparado para comenzar la simulacidn; para ello, el usuario solo tiene que pulsar “Run” y
esperar a que finalice la simulaciéon. Como indicador, a la derecha de la interfaz encima de las
graficas pueden verse 3 textos distintos en funcién de estado en el que se encuentre la
simulacion:

e “Not simulation in progress”: Este texto indica que todavia no se ha lanzado ninguna
simulacidn en la sesidn actual de esta interfaz.

e “Simulating...”: Como el propio texto indica, significa que hay una simulacién en proceso
en ese momento.

e “Simulation Finished”: Como el propio texto indica, significa que la simulacién lanzada
previamente ya ha finalizado y puede lanzarse la siguiente.

Una vez finalizada la simulacidon, se crean una serie de vectores y matrices en los que estan
almacenados los valores de tiempo, corrientes, variables de estado y otros parametros de
interés para el analisis de las simulaciones. En las siguientes etapas estos valores se utilizaran
tanto para visualizar los resultados como para hacer los calculos de la duracién del potencial de
accion (APD); y del transitorio de calcio intracelular (Cai max).

4.1.5. Visualizacién

Para visualizar los resultados, el usuario debe pulsar el botén “Plot” y se mostraran las siguientes
graficas de la simulacién previa:

e El potencial de accion (AP): correspondiente al ultimo pulso de los programados por el
usuario.

e Laconcentracion de calcio intracelular (Cai): de nuevo correspondiente al ultimo pulso
de los programados.

En el caso de que el usuario quisiera comparar dos pulsos con diferentes parametros o modelos
éste Unicamente tiene que pulsar el boton “Hold On”, cambiar los datos que desee del modelo
(o incluso cambiar el modelo), y volver a pulsar el botén de “Run”. Cuando finalice esta
simulacidn, indica por el texto de arriba a la derecha, el usuario podra volver a pulsar “Plot” y
los nuevos datos obtenidos de la simulacidn apareceran también en la grafica.

Como se puede ver al utilizar la interfaz, cuando se pulsa el botdn de “Hold On” el texto del
botdn se modifica y aparece “Hold Off”; esto quiere decir que cuando el usuario pulsa el botdn
de “Hold On” se mantienen graficadas tantas simulaciones como desee, pero si en algln
momento quisiera vaciar la gréfica para que aparezca una sola simulacién en la gréfica el usuario
solo tiene que pulsar el botdn “Hold Off” y a continuacidn “Plot” para graficar la simulacion
previa o “Run” y “Plot” para visualizar la nueva simulacion. Por el contrario, cuando se pulsa
“Hold Off” el texto vuelve a cambiar a “Hold On”.
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En la figura 20 puede verse el resultado de visualizar 2 simulaciones realizadas con la interfaz.
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Figura 20. Visualizacion del ultimo pulso de 2 simulaciones realizadas con la interfaz grdfica. Azul:
Simulacidn de 100 pulsos del modelo O’Hara con detubulacion, bajo condiciones de control, de
endocardio, con las modificaciones de CiPA. Rojo: Simulacion similar a la indicada en color Azul pero con
insuficiencia cardiaca.

4.1.6. Resultados

Por ultimo, en la interfaz desarrollada no aparecen Unicamente las graficas mostrando las dos
variables de estado mds importantes del ultimo pulso, sino que también se calculan y aparecen
dos parametros cruciales relacionadas con las variables mostradas:

e La duracién del potencial de accién, por sus siglas en inglés APD (Action Potential
Duration): Este pardmetro indica la duracion entre la maxima derivada del potencial de
accion y el momento en el que el PA alcanza un valor del 10% de su variacién maxima;
es decir, cuando su valor maximo ha disminuido un 90% respecto a su valor en reposo.
Puesto que el cdlculo es de un 90%, a este parametro se le llama también APD90; no
obstante, nos referiremos a él siempre como APD puesto que no utilizamos otro
porcentaje.

e El transitorio de calcio intracelular, por sus siglas en inglés CaT (Calcium Transient):
Con éste se calcula la concentracion maxima de calcio intracelular (Cai max), lo cual es
una indicacién de la contracciéon de la célula. A mayor concentracién de calcio
intracelular mayor es la contraccidon en ese momento de la célula.
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Results

APD 227.0969 ms

Cai Max  7.31-10-3 pmoliL

Figura 21. Captura de la zona de la interfaz dedicada a mostrar los resultados de los cdlculos realizados
a partir de la ultima simulacidn lanzada.

Debido a que existe la posibilidad de visualizar 2 simulaciones distintas, los resultados que se
muestran son los correspondientes a la simulacion mas reciente. En una version mdas avanzada
de la interfaz podria programarse una tabla que se fuera completando en cada simulacion,
afiadiendo una fila por cada una mostrando los datos simultdneamente de todas las
simulaciones que aparezcan en pantalla.

Mas adelante, la interfaz podria modificarse para afadir otros muchos parametros a calcular y
poder adaptarla a los modelos afiadidos.
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5.Resultados y analisis

5.1. Analisis OD: Nivel celular

En las siguientes paginas se analizaran las simulaciones que se han realizado a nivel celular,
conocido también como 0OD. Todas las simulaciones que vemos a continuacién se han realizado
con el modelo mds completo del que disponemos, el modelo O’Hara-Rudy con las
modificaciones relativas al sistema beta-adrenérgico, las modificaciones de la iniciativa CiPA y
las modificaciones de insuficiencia cardiaca.

Se analizaradn dos parametros fundamentales a la hora de comparar los resultados de modelos
celulares cardiacos, que son los siguientes:

e Duracion del Potencial de Accion (APD por sus siglas en inglés Action Potential
Duration): Este parametro indica la duracion entre la maxima derivada del potencial de
accion y el momento en el que el PA alcanza un valor del 10% de su variacién maxima;
es decir, cuando su valor maximo ha disminuido un 90% respecto a su valor en reposo.
Puesto que el cdlculo es de un 90%, a este parametro se le llama también APD90; no
obstante, nos referiremos a él siempre como APD puesto que no utilizamos otro
porcentaje.

EL APD es un reflejo de la duraciéon del ciclo cardiaco, una relacion del tiempo que la
célula utiliza para contraerse y relajarse.

¢ Transitorio de calcio intracelular (CaT por sus siglas en inglés Calcium Transient): Este
pardmetro indica la concentracién maxima de calcio Ca* intracelular del pulso. Este
parametro es un indicador de la contraccion de la célula, de forma que cuanto mayor es
la concentracion de calcio intracelular mds contraccién sufre la célula en ese momento.

La forma en que se presentaran las simulaciones sera la siguiente: para cada condicidon y tipo de
célula, las que se presentan en los proximos subapartados, se superpondran los resultados sin y
con insuficiencia cardiaca; de esta forma podra verse la influencia de la insuficiencia cardiaca.
No obstante, para el andlisis en ciertos momentos compararemos distintas simulaciones entre
subapartados.

Para todas las simulaciones se utilizan los mismos parametros de simulacién, que son los
siguientes:

e Duracion del pulso: 1000 ms

e Numero de pulsos: 100

e Amplitud del estimulo (mA): -80 mA
e Duracion del estimulo (ms): 0.5 ms
e Retraso del estimulo (ms): 10 ms
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5.1.1. Condiciones de control

Bajo estas condiciones la célula no se encuentra bajo la influencia de ningln farmaco ni
agonista, o activador.

51.1.1. Endocardio

Action Potential
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Figura 22. Potencial de accion del ultimo pulso de la simulacion de una célula de endocardio bajo
condiciones de control.
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Figura 23. Evolucion temporal de la concentracion intracelular de calcio del ultimo pulso de la simulacion
de una célula de endocardio bajo condiciones de control.

En esta primera simulacién podemos ver como el potencial de accién de alarga mucho mas
cuando se trata de una célula que sufre insuficiencia cardiaca (288.3 ms frente a 370.6 ms).

Por otro lado, la evolucién de la concentracidn intracelular de calcio Ca+ es muy diferente entre
las dos simulaciones (1.31:1073 pmol/L frente a 0.26-10°% umol/L).

A partir de la concentracion de calcio intracelular se puede ver que la célula simulada pierde
capacidad contractil cuando es afectada por insuficiencia cardiaca, como era de esperar.
Indirectamente, puesto que la sangre que debe expulsar el ventriculo es la misma esté esta

célula afectada o no por esta patologia el tiempo que necesita el ventriculo para expulsarla es
mayor, lo que se refleja en un mayor APD.
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5.1.1.2. Epicardio
Action Potential
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Figura 24. Potencial de accion del ultimo pulso de la simulacion de una célula de epicardio bajo
condiciones de control.

5 K 1073 Intracellular Calcium
\ OH BD Control Epi CiPA
25+ OH BD Control Epi CiPA HF
|
To2f
) |
-E 1.5 |I
5 I\
> 1H \
0.5 I ™ \\.\‘H = -
S = e e — e —
0 1 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000

t (ms)
Figura 25. Evolucion temporal de la concentracion intracelular de calcio del ultimo pulso de la simulacion
de una célula de epicardio bajo condiciones de control.

En esta simulacién podemos ver una tendencia similar a la primera simulaciéon: un mayor APD
(236.3 ms frente a 298.7 ms) y unos valores de concentracion intracelular de calcio Ca+ mucho
mayores (2.87-10° pmol/L frente a 0.41-10% pmol/L) en las células afectadas por insuficiencia
cardiaca. El alargamiento del APD en condiciones de insuficiencia cardiaca, tanto para células de
endocardio como de epicardio, concuerda con los resultados obtenidos por Lang et al. [18]

Comparando endocardio y epicardio se puede ver cdmo, coincidiendo con Lang et al. [18], el
APD es mas corto en las células epicardicas y la concentracion intracelular de calcio, y por lo
tanto su contraccién, son mayores. Esto se debe a dos razones: Por un lado, el APD es mas largo
porque las células del epicardio son las ultimas en despolarizarse, y puesto que la contraccién
debe ser coordinada con las del endocardio, su potencial de accién es mas corto que en las
células endocardicas. Por otro lado, en cuanto a la contraccidn, las células interiores
(endocardicas) se contraen en menor medida que las células exteriores (epicardicas) de forma
que las paredes se comprimen.
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5.1.2. En presencia de Isoproterenol

5.1.2.1. Endocardio
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Figura 26. Potencial de accion del ultimo pulso de la simulacion de un endocardio bajo la influencia de
Isoproterenol (1SO).
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Figura 27. Evolucion temporal de la concentracion intracelular de calcio del ultimo pulso de la simulacion
de un endocardio bajo la influencia de Isoproterenol (1SO).

En este caso, en presencia de Isoproterenol podemos ver 2 cambios significativos con respecto
a los resultados bajo condiciones de control. Por un lado, el APD se ha acortado un 21,1% (288.3
ms frente a 227.1 ms) en la célula sin insuficiencia y un 19% (370.6 ms frente a 300.2 ms) en la
célula con insuficiencia, recuperando un valor de APD similar al de la célula en condiciones de
control sin insuficiencia cardiaca; esto se debe a la activacion del sistema beta-adrenérgico que
se produce en presencia de este fadrmaco, el cual potencia los canales de calcio provocando que
la fase de meseta del potencial de accidn se acorte en gran medida.

Esa potenciacién de la entrada de calcio durante la fase de meseta provoca también una mayor
contraccién de la célula, lo cual se refleja en los valores maximos del calcio intracelular: 1.31-10
3 umol/L frente a 7.81-10 umol/L (Un incremento de casi el 500%) en caso de no haber
insuficiencia, y 0. 2610 pmol/L frente a 0. 76-10° umol/L (Un incremento cercano al 200%) en
caso de haberla.

En este caso puede verse como el Isoproterenol afecta a la concentracion de calcio en menor
medida en presencia de insuficiencia cardiaca, por lo tanto, no es capaz de contrarrestar por
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completo el efecto de la insuficiencia, aunque provoque una clara mejoria. Lo ideal seria que
ambos parametros fueran iguales para una célula sana sin isoproterenol y para una célula con
insuficiencia con isoproterenol, lo que significaria que el efecto ha sido contrarrestado por
completo.

Estos resultados son, por el momento, totalmente coherente con los efectos que este farmaco
produce: aumento de la frecuencia cardiaca y una mayor contractilidad del ventriculo.

5.1.2.2. Epicardio
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Figura 28. Potencial de accion del ultimo pulso de la simulacion de un epicardio bajo la influencia de
Isoproterenol (1SO).
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Figura 29. Evolucion temporal de la concentracion intracelular de calcio del ultimo pulso de la simulacion
de un epicardio bajo la influencia de Isoproterenol (1SO).

Al igual que sucede en las células de endocardio, podemos observar las mismas tendencias:

e Porunlado, un acortamiento del APD: 236.3 ms frente a 189.8 ms (un 19.9% menos) en
casi de no sufrir insuficiencia cardiaca, y 298.66 ms frente a 236.4 ms (Un 21 % menos).
Atendiendo a los porcentajes no puede concluirse que afecte de distinta manera al
epicardio y al endocardio; sin embargo, si hay una diferencia significativa en cuanto a
los valores absolutos de este potencial de accidn, lo que coincide con el analisis realizado
por Lang et. al [18].

e Por otro lado, un aumento de la concentracién maxima de calcio: 2.87-10° pumol/L
frente a 13.82:10° pmol/L (Un incremento del 370%) en casi de no existir insuficiencia




cardiaca, y 0.41-10°° pmol/L frente a 1.45-10° umol/L (Un incremento del 250%) en caso
de padecerla.

En este caso las conclusiones a las que se puede llegar son similares a aquellas concluidas para
la célula de endocardio. No obstante, en el caso del epicardio la eficacia del Isoproterenol es
algo mayor que en el endocardio puesto que en relacidon consigue una concentracién de calcio
mas similar a una célula sana epicardica que para una célula sana endocardica.

5.1.3. En presencia de un agonista 31

5.1.3.1. Endocardio
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Figura 30. Potencial de accion del ultimo pulso de la simulacion de un endocardio bajo la influencia de un
agonista 81.
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Figura 31. Evolucion temporal de la concentracion intracelular de calcio del tltimo pulso de la simulacion
de un endocardio bajo la influencia de un agonista 61.

En las préximas simulaciones afiadimos un nuevo factor muy interesante a la hora de analizar
los efectos de un activador de un tipo de canales beta-adrenérgicos sobre células cardiacas sanas
y afectadas por insuficiencia cardiaca.

En el primer caso, en presencia de un agonista B, obtenemos unos valores muy similares a los
obtenidos con Isoproterenol a iguales condiciones: 227.1 ms frente a 227.8 ms y 7.81:1073
umol/L frente a 7.85-10° umol/L en el caso de no existir insuficiencia, y 300.2 ms frente a 304.5
msy 0.76-10° pmol/L frente a 0.82-10° pmol/L en el caso de no existir insuficiencia. Esto puede
indicar que el Isoproterenol afecta en una medida no especialmente determinante a los canales
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beta-adrenérgicos 2, provocando que la estimulacion de los canales beta-adrenérgicos 1 tengan
una mayor influencia sobre la célula.

Puesto que los resultados en presencia o no de este activador son muy cercanos, las
conclusiones que pueden obtenerse de la comparacién entre los resultados obtenidos sin
insuficiencia y con insuficiencia son iguales que los obtenidos en el apartado 5.1.2.1.

Lang et al. [18], al realizar estas pruebas también obtienen una reduccién del APD en ambos
casos; sin embargo, ellos observaron que disminuia mucho mds el APD cuando se aplicaba sobre
una célula sana (aproximadamente una reduccidon 60 ms) que sobre una célula afectada por
insuficiencia cardiaca (aproximadamente 15 ms); estas diferencias, cuanto menos destacables,
pueden ser debidos a la controversia que rodea a los fdrmacos agonistas utilizados por Lang en
sus experimentos. Lang afirma que los agonistas que utiliza, xamoterol a 1 umol/L como agonista
B1, y procaterol a 1 umol/L como agonista B,, son selectivos puros; esto quiere decir que afecta
Unicamente a los canales de un tipo concreto y nada al resto de receptores, sin embargo otros
afirman que también tienen influencia sobre el reto de receptores, aunque sea en una medida
mucho menor.

5.1.3.2. Epicardio
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Figura 32. Potencial de accion del ultimo pulso de la simulacion de un epicardio bajo la influencia de un
agonista 81.
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Figura 33. Evolucion temporal de la concentracion intracelular de calcio del ultimo pulso de la simulacion
de un epicardio bajo la influencia de un agonista 81.
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De igual manera que ocurre con las células de endocardio, los resultados en presencia de un
agonista B1 son similares a los obtenidos sin éste; es por ello que las conclusiones que se pueden
obtener de estas simulaciones son idénticas a las plasmadas en el apartado anterior.

Ademds, al igual que sucedia en el endocardio, pese a que el APD también se acorta para ambos
casos (Con y sin insuficiencia); los valores de este acortamiento son distintos a los que observa
Lang et al. [18] en su articulo. De hecho, en este articulo afirma que la reduccién del APD es
menor para células con insuficiencia que para células mientras que nosotros hemos obtenido lo
contrario. Este hecho puede deberse a la controversia comentada en el anterior apartado.

Los datos de los parametros de ambas simulaciones pueden verse, junto con el resto de ellas,
en la Tabla 1.

5.1.4. En presencia de un agonista {32

5.1.4.1. Endocardio
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Figura 34. Potencial de accion del ultimo pulso de la simulacion de un endocardio bajo la influencia de un
agonista 62.
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Figura 35. Evolucion temporal de la concentracion intracelular de calcio del ultimo pulso de la simulacidn
de un endocardio bajo la influencia de un agonista 62.

36



Los resultados de las simulaciones bajo la influencia de un agonista [, dejan unos resultados
muy interesantes para analizar.

Atendiendo al potencial de accién, y al contrario de lo que sucede bajo la influencia Unicamente
de Isoproterenol, vemos que éste se alarga en el caso de una célula sana (288.3 ms frente a
340.3 ms, un 18.2%) pero se acorta en el caso de una célula afectada por insuficiencia cardiaca
(370.6 ms frente a 350.4 ms, un 6%). Este hecho muestra la gran influencia de los canales beta-
adrenérgicos 1 a la hora de contrarrestar los efectos de la insuficiencia cardiaca, puesto que con
Isoproterenol o un agonista B; el resultado es mucho mejor y corrige en gran medida los efectos
de la insuficiencia cardiaca, mientras que si se activan Unicamente los receptores beta-
adrenérgicos 2 los resultados se alejan mucho de ser los obtenidos experimentalmente por Lang
et al. [18].

Con respecto a los resultados obtenidos por Lang [18], éstos distan mucho de ser similares a los
nuestros ya que, pese a que el APD se reduce de forma similar a lo aparecido en el articulo de
Lang cuando se aplica a una célula sana, éste se alarga en el caso de aplicarse este farmaco a
una célula sana.

Por otro lado, la concentracidn maxima de calcio intracelular apenas aumenta en la célula con
insuficiencia cardiaca, por lo que el agonista B; limita casi por completo el aumento de la
corriente de entrada de Ca?* cuando la célula sufre esta patologia; por el contrario, cuando se
trata de una célula sana si aumenta esta concentracién de manera similar a cuando se encuentra
bajo la influencia de Isoproterenol. Observando la diferencia entre las fracciones fosforiladas
podemos ver cdmo las diferencias mas grandes se encuentran en las fracciones fTnl, fIKs y fIKur;
la primera de ellas afecta al calcio intracelular de forma que mantienen el valor de éste en el
tiempo, por lo que es posible que a su vez impida que la concentracidn alcance valores mas
elevados.

En comparacién con las simulaciones con el agonista B,, puede verse cdmo hay mucha mas
variacién en esta simulacidon que en aquellas con la presencia de un agonista B;; esto indica que
activar los receptores beta-adrenérgicos 2 supone una variacién mayor que los receptores beta-
adrenérgicos 1, por lo que es deducible que el farmaco Isoproterenol afecta mas a los primeros
que a los segundos.

Otra posible causa de la diferencia entre los datos experimentales y simulados es que el modelo
de Heijman et al. [17] de estimulacién beta-adrenérgica estad basado en datos obtenidos a partir
de distintas especies, principalmente perro. Esta diferencia puede ser clave puesto que el
comportamiento del sistema beta adrenérgico puede ser diferente en funcidn de la especie.
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5.1.4.2. Epicardio
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Figura 36. Potencial de accion del ultimo pulso de la simulacion de un epicardio bajo la influencia de un
agonista 62.
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Figura 37. Evolucion temporal de la concentracion intracelular de calcio del ultimo pulso de la simulacidn
de un endocardio bajo la influencia de un agonista 62.

Atendiendo a los datos, podemos ver cémo las tendencias son similares a las analizadas en las
células de endocardio: Acortamiento del APD en una célula con insuficiencia cardiaca (236.3 ms
frente a 248.7 ms), pero un alargamiento del APD en una célula sana (370.6 ms frente a 281.9
ms); mientras que la concentracidn aumenta cuando se trata de una célula sana (2.87-103
umol/L frente a 12.29-10° pumol/L), sin embargo se mantiene similar cuando se trata de una
célula con insuficiencia (0.29-10°% umol/L frente a 0.53-10 pmol/L).

Al contrario de lo que sucede con las células sanas, en el caso de insuficiencia cardiaca las
variaciones de APD si que concuerdan con los resultados ofrecidos por Lang tanto en sentido
como en valores aproximados. Una posible razén para se produzca esta diferencia es que el
modelado de la estimulacion B, no sea del todo preciso para células endocardicas humanas.
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5.1.5. Resumen de datos
A continuacién, se presenta una tabla resumen de todos los parametros calculados en cada
una de las simulaciones.

APD (ms) CaT (102 umol/L)

[ SinHF 2883 131

Control Endocardio = "LF 370.6 0.26
Eoicardio SN HF 2363 2.87

P Con HF 298.7 0.41

~ [SinHF 227.1 7.81

50 1 Endocardio = " "LF 300.2 0.76

Eoicardio S HF 189.8 13.82

P Con HF 236.4 1.45

~ [SinHF 227.8 7.85

Beta 1 Endocardio = " "LF 3045 0.82
Eoicardio | SN HF 190.1 13.84

P Con HF 2385 1.46

— [SinHF 340.4 712

Beta 2 Endocardio =0 " "F 350.4 0.29
Eoicardio | SN HF 248.7 12.29

P Con HF 281.9 053

Tabla 1. Resumen de los pardmetros calculados de las diferentes simulaciones realizadas en el modelo

unicelular.

5.2.  Analisis 1D: Nivel de fibra

En los proximos apartados se analizardn las simulaciones a nivel de fibra, conocido como 1D. Al
igual que con las simulaciones a nivel celular, todas se han realizado utilizando el modelo mas

completo con el que se cuenta. Estas simulaciones dan una informacién muy relevante que las
unicelulares no aportan puesto que se tiene en cuenta la propagacion eléctrica entre las células.

Los parametros que se compararan entre las simulaciones son los siguientes:

Dispersion del APD: Se trata de la diferencia entre el APD maximo y minimo entre todas
las células de la fibra en un pulso. A mayor dispersidon mayor es el riesgo de generacién
de arritmias.

Dispersion del tiempo de repolarizacion (TDR): De forma andloga, el TDR indica la
diferencia entre el tiempo de repolarizacién maximo y minimo de entre todas las células
en un mismo pulso. Este pardmetro, al igual que sucede con la dispersién de APD, indica
un mayor el riesgo de generacidn de arritmias cuanto mayor sea este parametro.
Transitorio de calcio intracelular (Calcium Transient, CaT): En este caso se representan
las concentraciones maximas de calcio intracelular en cada célula durante el ultimo
pulso. De igual manera que en las simulaciones unicelulares, este parametro es un
indicativo de la contraccion celular.

Ventana electromecanica CaD-APD: Este pardmetro es una medida del periodo durante
el cual la concentracion de calcio intracelular permanece a un alto nivel después de que
la membrana se encuentra totalmente repolarizada. Este se calcula como la diferencia
entre la duracidn del transitorio de calcio intracelular (CaD) y la duracién del potencial
de accién (APD); para ilustrarlo, el CaD es el equivalente al APD, siendo CaD para la
concentracién de calcio y el APD para el potencial de accidn. Hay una pequefia diferencia
con respecto al APD que se ha utilizado a lo largo del trabajo, para el cual siempre nos
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referimos al APD se trsta del APD90, para el calculo de este parametro se utiliza tanto el
APD80 como el CaD80. Este pardmetro es una medida del riesgo de arritmogénesis
originada por la concentracién de Ca%* cuando esta diferencia en elevada.

En las graficas que se representan en los diferentes apartados aparecen los 4 parametros que
han sido detallados (APD, Tiempo de repolarizacién, transitorio de calcio intracelular y la
diferencia CaD-APD) bajo las diferentes condiciones, comparando el resultado para una fibra
con insuficiencia cardiaca (HF) y para una cifra que no sufra de esta patologia. La linea amarilla
de rayas vertical que aparece en la mitad de la gréfica indica el cambio entre células de
endocardio y epicardio; sin embargo, existe un cambio progresivo en las caracteristicas de las
células intermedias, por lo que el cambio no es tan brusco entre ambos modelos.

5.2.1. Condiciones de control
Como se ha explicado en el andlisis 0D, bajo estas condiciones la célula no se encuentra bajo la
influencia de ninguin farmaco.
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Figura 38. Arriba: Duracion del potencial de accion de cada célula a lo largo de la fibra durante el ultimo
pulso de la simulacion. Abajo: Tiempo de repolarizacion de cada célula a lo largo de la fibra durante el
ultimo pulso de la simulacion.

Atendiendo a la primera grafica y al dato de la dispersién del APD de ambas simulaciones (51.8
ms frente a 66.9 ms), puede concluirse que, al ser mayor la dispersién en la célula afectada por
insuficiencia cardiaca, también es mayor el riesgo de generacion de arritmias. De igual manera
sucede con la dispersiéon del tiempo de repolarizacion (24.9 ms frente a 28.8 ms), ya que al ser
mayor en la célula afectada por insuficiencia la posibilidad de desarrollar arritmias es mayor.

Estos datos son coherentes con los resultados esperados y a la bibliografia consultada respecto
a insuficiencia cardiaca. [12] [11].
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Figura 39. Arriba: Concentracion de calcio mdxima de cada célula a lo largo de la fibra durante el ultimo
pulso de la simulacion. Abajo: Pardmetro CaD80-APD8O0 de cada célula a lo largo de la fibra durante el
ultimo pulso de la simulacion.

Como senalamos en las simulaciones 0D, vuelve a observarse en las simulaciones 1D un
descenso de la concentracidon de calcio intracelular, lo que indica una menor contractibilidad.
Por otro lado, atendiendo al gradiente de calcio intracelular (0.26 uM frente a 0.15 uM), vemos
como la dispersidn de sus valores maximo y minimo es mayor en el caso de la célula afectada
por insuficiencia cardiaca, lo cual indica que la insuficiencia cardiaca afecta, a efectos de
contractibilidad, en mayor medida a las células de endocardio que a las de epicardio.

Podemos observar algo que durante las simulaciones OD no resultaba tan evidente, y es que al
ser menor la concentracién de calcio intracelular en las células de epicardio que en las células
de endocardio, esto es un indicativo de que las primeras se contraen en menor medida que las
segundas. Imaginando un ventriculo completo, esto significaria que las paredes externas del
ventriculo se contraen mas que las internas, lo que resultaria en una compresion de las paredes
ventriculares.

Por ultimo, atendiendo al pardmetro CaD-APD podemos ver cdmo es mucho mayor cuando la
fibra es afectada por insuficiencia cardiaca, lo cual indica que bajo condiciones de insuficiencia
cardiaca se aumenta el riesgo de arritmogénesis; este riesgo, a partir de los resultados, parece
mayor que se produzca o se inicie en las células endocardicas puesto que la diferencia entre los
valores es mayor.

A partir de estos resultados podemos concluir que la insuficiencia cardiaca aumenta la
heterogeneidad transmural entre endocardio y epicardio, coincidiendo con las conclusiones de
Lang et. al [18].
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5.2.2. En presencia de Isoproterenol
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Figura 40. Arriba: Duracion del potencial de accion de cada célula a lo largo de la fibra durante el ultimo
pulso de la simulacion. Abajo: Tiempo de repolarizacion de cada célula a lo largo de la fibra durante el
ultimo pulso de la simulacion.

Los resultados obtenidos a partir de estas simulaciones en presencia de Isoproterenol cumplen
con lo esperado:
e Una reduccién de la distorsién del APD con respecto a los resultados bajo condiciones
de control tanto en células no afectadas por insuficiencia cardiaca (51.8 ms frente a 40.4
ms) como en células afectadas por esta patologia (66.9 ms frente a 60.3 ms).
e Una reduccién de la dispersién del TDR con respecto a los resultados bajo condiciones
de control tanto en células sin insuficiencia cardiaca (24.9 ms frente a 16.9 ms) como en
células con insuficiencia cardiaca (28.9 ms frente a 27.1 ms).

Estos dos factores indican que el Isoproterenol, en mayor o menor medida, corrige las
consecuencias de la insuficiencia cardiaca sobre las células. No obstante, era esperable una
respuesta mejor, puesto que se corrige proporcionalmente menos del 50 % de la distorsion que
produce la insuficiencia cardiaca.

Coincidiendo con Lang [18], vemos cédmo indeendientemente de bajo qué condiciones se
encuentre la célula, siempre tiene un valor mayor el APD de una célula con insuficiencia que un
célula sana; de igual manera, también puede observarse de forma gréafica cémo la disperién del
APD aumenta en condiciones de insuficiencia cardiaca.
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Figura 41. Arriba: Concentracion de calcio mdxima de cada célula a lo largo de la fibra durante el ultimo
pulso de la simulacion. Abajo: Pardmetro CaD80-APD80 de cada célula a lo largo de la fibra durante el
ultimo pulso de la simulacion.

De igual manera que sucede con la distorsién de APD y el TDR, los cambios que se observan en
las concentraciones de calcio son similares a los observados en las simulaciones unicelulares;
esto quiere decir que las concentraciones de calcio intracelular aumentan, aumentando la
contractibilidad de las células.

En cuanto a la grafica de CaD-APD, y aunque visualmente pueda parecer lo contrario a simple
vista, la diferencia entre ambas condiciones (Con insuficiencia y sin ella) es similar a la diferencia
bajo condiciones de control, lo cual indicaria que no existe un mayor riesgo arritmogénico
provocado por la concentraciéon de calcio.
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5.2.3. En presencia de un agonista 31
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Figura 42. Arriba: Duracion del potencial de accion de cada célula a lo largo de la fibra durante el ultimo
pulso de la simulacion. Abajo: Tiempo de repolarizacion de cada célula a lo largo de la fibra durante el

ultimo pulso de la simulacion.
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Figura 43. Arriba: Concentracion de calcio mdxima de cada célula a lo largo de la fibra durante el ultimo
pulso de la simulacion. Abajo: Pardmetro CaD80-APD80 de cada célula a lo largo de la fibra durante el

ultimo pulso de la simulacion.

De igual manera que sucede con las simulaciones unicelulares, los resultados de las simulaciones
con lIsoproterenol y con agonista B; son muy similares; por lo tanto, se pueden llegar a las

conclusiones similares a las de los apartados 5.1.3.y 5.2.2.
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Atendiendo a los datos del transitorio de calcio (CaTmax) puede verse cémo los datos obtenidos
son coherentes con las mediciones que Lang muestra en [18], en las que observa que no hay
diferencias significativas en la variacion transmural de CaD-APD con respecto a las condiciones
de control después de la estimulacién de los canales B;, tanto para células sanas como para
células afectadas por insuficiencia. Esto puede verse comparando las graficas correspondientes
de las figuras 39 y 43.

5.2.4. En presencia de un agonista {32
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Figura 44. Arriba: Duracion del potencial de accion de cada célula a lo largo de la fibra durante el ultimo
pulso de la simulacion. Abajo: Tiempo de repolarizacion de cada célula a lo largo de la fibra durante el
ultimo pulso de la simulacion.
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Figura 45. Arriba: Concentracion de calcio mdximo de cada célula a lo largo de la fibra durante el ultimo
pulso de la simulacion. Abajo: Parametro CaD80-APD80 de cada célula a lo largo de la fibra durante el
ultimo pulso de la simulacion.

Al igual que sucedia con las simulaciones en 0D, cuando la célula se encuentra bajo la influencia
de un agonista B, se producen cambios algo distintos en cuanto a las tendencias respecto a los
que se producen en el resto de condiciones:

e Enloque aladispersidon del APD se refiere, si bien es cierto que se acorta en el caso de
una célula afectada por insuficiencia cardiaca (62.9 ms frente a 66.9), como sucede
Unicamente con Isoproterenol o un agonista B1; cuando se trata de una célula sana esta
dispersion aumenta notablemente (63.1 ms frente a 51.8 ms), provocando un mayor
riesgo de generacidn de arritmias.

e EITDR, a su vez, aumenta para una célula sana (39.5 ms frente a 24.9 ms), por lo que
aumenta el riesgo de desarrollar arritmias; sin embargo, se mantiene constante al
aplicarsele a una célula con insuficiencia cardiaca. Esto indica algo muy importante que
no puede verse en las simulaciones 0D, y es que este agonista B, en un ventriculo sano
aumenta considerablemente el riesgo de aparicion de arritmias.

e Por ultimo, segun Lang et al. [18], en corazones sanos no se observan diferencias en el
pardmetro CaD-APD; asi como que en corazones afectados por insuficiencia cardiaca si
se produce un aumento de este parametro en células de epicardio, pero no de
endocardio. Por un lado puede verse, aunque ligeramente, que la segunda afirmacién
concuerda con nuestros datos comparando las figuras 39 y 45; no obstante, la primera
afirmacién no coincide con los datos que nosotros hemos obtenido, puesto que si se
aprecian diferencias a lo largo de toda la fibra en este parametro.

Estos resultados, que no terminan de concordar con los obtenidos por Lang et. al [18], puede
ser derivado de la controversia que existe alrededor de los activadores que hemos comentado
en el apartado 5.1.3.1.



5.2.5. Resumen de datos

A continuacidn, se presenta una tabla resumen de todos los pardmetros calculados en cada

una de las simulaciones en fibra.

Dispersion APD (ms) TDR (ms) Grad. Cai (uM)

C | No HF 51.8 24.92 0.26
ontrol  "r 66.9 28.85 0.15
ISO No HF 40.4 16.98 0.29
HF 60.3 27.10 0.38

Beta 1 No HF 40.8 17.33 0.29
HF 64.1 30.75 0.36

Beta 2 No HF 63.06 39.46 0.19
HF 62.89 28.82 0.20

Tabla 2. Resumen de los pardmetros calculados de las diferentes simulaciones realizadas en el modelo

de fibra.
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6. Conclusiones

El objetivo principal de este trabajo era desarrollar una herramienta software de simulacién que
permitiera reproducir el comportamiento bioeléctrico de una célula cardiaca cuyas
caracteristicas fueran seleccionadas por el usuario.

Se ha desarrollado con éxito esta herramienta y permite seleccionar entre 3 modelos distintos
(cada uno mas completo que el anterior), seleccionar numerosas configuraciones de los modelos
(bajo la influencia de qué farmacos se encuentra, el tipo de célula, si se incluyen las
modificaciones de la iniciativa CiPA o si la célula sufre de insuficiencia cardiaca), configurar varios
parametros de la simulaciéon (tiempo entre pulsos, nimero de pulsos y la amplitud, la duracidn
y el retraso del estimulo), modificar cada una de las fracciones fosforiladas para los modelos de
O’Hara con el sistema beta-adrenérgico. Ademads, permite visualizar los resultados de las
simulaciones: tanto el potencial de accidon como el transitorio de calcio intracelular, asi como
ver en pantalla los resultados de calcular la duracidn del potencial de accién (APD) y la maxima
concentracidn de calcio intracelular (Cai max.) de la dltima simulacién ejecutada.

Alavista de las funcionalidades y del resultado final puede considerarse que el objetivo marcado
se ha cumplido; de hecho, ha permitido obtener todas las imagenes aparecidas en el apartado
5.1. “Andlisis en OD: Nivel celular”.

En lo que respecta al primer objetivo secundario, podemos concluir que se ha implementado el
modelo en el software Elvira de forma satisfactoria puesto que los resultados obtenidos son
idénticos a los resultados obtenidos en Matlab para cada condicién y célula.

En cuanto al segundo objetivo secundario, se ha estudiado in silico la actividad eléctrica del
ventriculo tanto a nivel celular como a nivel de fibra y se han comparado los resultados con los
datos experimentales que ofrecen Lang et al. [18]. Las conclusiones que obtenemos a partir de
estos resultados son diversas: 1) La insuficiencia cardiaca es una patologia que aumenta las
probabilidades de desarrollar arritmias debido al aumento de la heterogeneidad transmural que
provoca entre las células de endocardio y epicardio; los receptores beta-adrenérgicos 1 tienen
una mayor influencia que los receptores beta-adrenérgicos 2 cuando ambos se activan,
ayudando en mayor medida a contrarrestar los efectos de la insuficiencia cardiaca y 3)
suministrar este tipo de fdrmacos a un corazén sano puede ser muy perjudicial para la salud
puesto que puede aumentar considerablemente el riesgo de sufrir cardiopatias.

Por otro lado, en la comparacidn con los datos experimentales de Lang et al. [18], pese a que en
general se obtienen unos resultados cercanos o que siguen las mismas tendencias, no se
obtienen unos resultados especialmente cercanos cuando se utilizan activadores selectivos de
los receptores beta-adrenérgicos. Esto, como se ha comentado en el andlisis, puede ser debido
principalmente a dos causas: que los activadores utilizados por Lang et al. no son tan selectivos,
afectando en menor medida a otros receptores; y a la diferencia entre especies de utilizadas en
los diferentes estudios, ya que Heijman et al. utilizaban corazones de animales mientras que
Lang et al. utilizaban humanos. Seria necesario ahondar en las causas de esta diferencia para
poder avanzar de una manera mas firme en el desarrollo de estos modelos y farmacos.

En cuanto a los fdrmacos, el que se ha demostrado mas adecuado a la hora de contrarrestar los
efectos de la insuficiencia cardiaca es el Isoproterenol puesto que se consiguen los resultados
mas cercanos a aquellos con una célula sana en condiciones de control. No obstante, los
resultados con el xamoterol (agonista B1) son muy similares, quedando el procaterol (agonista
B2) como la opcién menos adecuada.
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Como conclusién general, puede afirmarse que los modelos computacionales y su uso en el
estudio de patologias y el desarrollo de farmacos son de una gran utilidad hoy en dia puesto que
permite el desarrollo mas eficaz y rapido de estos compuestos y reducir la experimentacién
animal y humana para ello.
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7. Lineas futuras

Una vez finalizado este trabajo, pueden describirse una serie de lineas futuras en base a las que
mejorar la herramienta desarrollada y realizar un analisis mas profundo de los modelos y
condiciones:

e Crear un directorio de modelos adaptados para poder ser utilizados por esta
herramienta, de forma que esta herramienta pueda ser (til para cualquier persona que
desee hacer comparaciones entre otros modelos, tipos de células o con diferentes
pardmetros. Puesto que la interfaz estd personalizada a los modelos que nos ocupan,
seria necesario realizar ciertas modificaciones en la interfaz en funciéon del modelo que
se elija; por ejemplo, la zona de “Parametros” o “Fracciones” podria cambiar en funcion
del modelo que se encuentre seleccionado.

e Afiadir nuevos resultados a calcular a partir de las simulaciones. Esto conllevaria el
desarrollo de nuevas funciones en Matlab para realizar estos calculos; y para
visualizarlos todos sin necesidad de que la interfaz sea mas grande, seria posible afiadir
un menu para que el usuario elija qué resultado o resultados quiere visualizar en cada
momento.

e Atendiendo al modelo, y debido a las discrepancias aparecidas entre los datos
experimentales de Lang et al. [18] y los resultados de las simulaciones mostradas en este
trabajo, seria muy util investigar el origen de estas discrepancias para poder avanzar
firmemente en estas investigaciones.

e También seria interesante analizar los efectos sobre modelos existentes de otras
regiones, como pueden ser las auriculas. De esta forma podriamos conocer mucho
mejor el efecto de estos farmacos en el conjunto del corazén, y no Unicamente en una
zona de éste. No obstante, esto requeriria de una linea de investigacién nueva y se
podria extender por mucho tiempo.

e Expandir el modelo a dimensiones superiores como 2D, lo que seria un tejido, o 3D, por
ejemplo, un ventriculo completo. De esta forma podrian estudiarse las propiedades
electrofisioldgicas analizadas en la fibra con mayor detalle, mds en profundidad, puesto
gue se afladen dimensiones nuevas con direcciones de propagacién diversas; asi como
otros parametros que en fibra no es posible analizar.
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1. Introduccion

A continuacién, se detallan los costes asociados al desarrollo del trabajo previamente
presentado. Teniendo en cuenta las caracteristicas de este proyecto se han considerado tres
tipos de costes:

e Costes de personal.
e Costes de hardware.
e Costes de software.

El coste de personal se corresponde con las horas de dedicacién de cada trabajador que ha
desarrollado a lo largo del proyecto, mientras que los costes de hardware y software
corresponden al precio de los diferentes productos utilizados.

2. Presupuesto detallado

En los siguientes apartados de desglosan los componentes de cada uno de los costes descritos
anteriormente.

2.1. Coste de mano de obra
Se incluyen los costes correspondientes a la dedicacién de las personas fisicas implicadas en la
elaboracion del presente proyecto, siendo estas:

e Dra. Beatriz Ana Trénor Gomis: Doctora Ingeniera Industrial por la Universitat de
Valéncia Ha llevado a cabo las tareas de supervisién, apoyo y correccién del trabajo,
especialmente las relacionadas con el contenido tedrico del proyecto.

e Dr.Juan Francisco Gdmez Garcia: Doctor en Tecnologias para la Salud y el Bienestar por
la Universitat de Valéncia. Ha llevado a cabo las tareas de supervisién, apoyo y
correccion del trabajo, especialmente las relacionadas con el contenido practico del
proyecto.

e D. Julio Moisés Lopez Sdnchez: Estudiante del Grado en Ingenieria Electrénica Industrial
y Automatica. Responsable de la realizacién de la herramienta de software, desarrollo
del cédigo y analisis de resultados.

En la siguiente tabla (Tabla 3) se desglosan los costes de personal del proyecto, Los costes
unitarios se han estimado atendiendo a la categoria del personal.

Categoria de personal Cantidad (horas) Coste unitario (€/h) Coste Total (€)
Estudiante 300 15,00 4500
Doctora Ingeniera 30 25,00 750
Doctor Ingeniero 30 25,00 750
Subtotal 6000

Tabla 3. Presupuesto. Desglose de los costes de personal del trabajo.

Por lo tanto, el coste total de la mano de obra es de seis mil euros (6000 €).
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2.2. Coste de Hardware
Para el desarrollo del trabajo se han utilizado los siguientes aparatos electrénicos:

e Ordenador portatil PC Specialist.
e Disco duro externo Toshiba de 1 Terabyte para el guardado, transporte y copia de
seguridad de los archivos del proyecto.

En la siguiente tabla (Tabla 4) se detallan los costes desglosados:

Descrincion Cantidad Coste sin IVA Vida util Tiempo de Coste imputable
P (€) (meses) uso (meses) sin IVA (€)
Ordenador portatil 1 1251 60 6 125.1
Disco Duro Externo
Toshiba 1 Tb ! 70 96 6 4.38
Subtotal 129.48

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

Los costes imputables de la Tabla 4 se han calculado atendiendo a la amortizacién de cada
dispositivo empleado a partir de la siguiente férmula:

Tiempo de uso

Coste imputable sinIVA = ——
Vida util

X Coste sin IVA (Ec.9)

Siendo las unidades de las diferentes variables utilizadas en la ecuacién las indicadas en la Tabla
4: El Tiempo de uso y la Vida util en meses y el Coste sin IVA en euros (€).

El coste total correspondiente al hardware es de ciento veintinueve euros con cuarenta y ocho
céntimos (129.48 €).

2.3. Coste de Software
Para el desarrollo del trabajo se han utilizado los siguientes programas informaticos:

e Windows 10 (Microsoft Corporation, Redmond (WA), EEUU): Sistema operativo del
ordenador utilizado. Precio incluido en el precio del propio ordenador.

e Matlab 2019Ra (TheMathWorks Inc., Natick (MA), EEUU): Programa en el que se ha
desarrollado la interfaz grafica y se han mostrado y analizado los resultados obtenidos.

e Putty v0.72: Software cliente SSH con licencia libre desarrollado por Simon Tatham.
Utilizado para el acceso remoto con el cluster del Centro de Investigacidén e Innovacion
en Bioingenieria (Ci2B).

e FileZilla Client v3.43.0: Software Cliente de libro acceso y cddigo abierto que utilizado
para realizar la conexiéon remota con el cluster mencionado previamente, permitiendo
la transferencia de archivos entre éste y el ordenador portatil.

e Microsoft Office 365 (Microsoft Corporation, Redmond (WA), EEUU): Suite ofimatica
empleada para la redaccién de los diferentes documentos de la memoria.
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e e, . Duracion Tiempo de | Coste imputable
Descripcion Cantidad | Coste (€) licencia (meses) | uso (meses) sin IVA (€)
Windows 10 1 0 llimitada 6 0

Matlab R2019a 1 800 12 6 400
Putty v0.72 1 0 llimitada 6 0
F"e\f;'Z;ge”t 1 0 llimitada 6 0
Microsoft Office 365 1 69 12 6 34.5
Subtotal 434.5

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

De igual manera que con los costes de hardware, para el calculo del coste imputable se ha
utilizado la ecuacidon 9 cambiando la vida util del dispositivo por la duracién de la licencia del
programa.

El coste total correspondiente al software es de cuatrocientos treinta y cuatro euros con
cincuenta céntimos (434.5 €).

3. Presupuesto final

Una vez detallados los diferentes tipos de costes que conforman el proyecto, el coste total de
ejecucién material del proyecto se obtiene de la suma de los costes parciales de cada tipo.

A este coste de ejecucidn cabe afiadir otros 2 tipos de costes, que son los siguientes:

e Gastos generales: Refiere a todos los gastos no incluidos o relacionados con la actividad
productiva, como pueden ser los costes administrativos, gastos fiscales, gastos
financieros o tasas administrativas; entre otros. Estos se estiman en un 15% atendiendo
a la ley vigente.

e Beneficio Industrial: Atendiendo a la ley vigente se aplica sobre el coste de ejecucion
material un beneficio del 6%.

Por ultimo, y atendiendo a la legislacién vigente, tanto al coste de ejecucién material como a los
gastos generales se aplica un Impuesto sobre el Valor Afiadido (IVA) del 21%.

Descripcion Coste imputable sin IVA (€) Coste con IVA (€)
Coste ejecuciéon material 6563.98 7942.42
Gastos generales 984,60 1191,36
Beneficio Industrial 393,84 393,84
Total 7942,42 9527,62

Tabla 6. Desglose final del presupuesto del trabajo

Finalmente, se puede concluir que el presupuesto total del presente proyecto es de nueve mil
quinientos veintisiete euros con sesenta y dos céntimos (9527,62 €).




ANEXOS
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1. Diagrama de flujo de la interfaz

A continuacidn se presenta un diagrama de flujo sobre el uso de la interfaz grafica “Simulation

of 0D models”.
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2. Ficha técnica

La aplicacidn “Simulations of 0D models” esta programada en el entorno App designer de
MATLAB. App designer es un entorno grafico de desarrollo de interfaces introducido en la
versién R2016a que incluye una version totalmente integrada del editor de MATLAB.

Ademads de una version de Matlab que incluya el entorno App Designer, se necesitaran el resto

de ficheros en los que se incluyen los diferentes modelos adaptados a la aplicacidn.

A continuacidn, se muestra una tabla con los requisitos técnicos de la aplicacion desarrollada.

Componente

Requisito

Sistema operativo

e Windows 10 (Todas sus versiones).
e Windows 8 (Todas sus versiones).

e Windows 7 (Todas sus versiones).

e Windows Server 2008 R2 o superior.

Procesador

Minimo: Cualquier procesador Intel o AMD x86-64.
Recomendado: Cualquier procesador Intel o AMD x86-64 con
cuatro nucleos légicos y soporte de conjunto de instrucciones
AVX2.

Disco duro

Minimo: 2 Gb en un HDD sélo para Matlab, aproximadamente 4-
7 Gb para una instalacidn tipica.

Recomendado: Un disco duro de estado sélido (SSD).

Se tendrd que tener en cuenta adicionalmente el espacio para los
ficheros de los modelos y funciones adicionales y los datos que se
generan.

Memoria RAM

Minimo: 4 Gb
Recomendado: 8 Gb

Tarjeta Grafica

No requiere una tarjeta grafica especifica.

Aplicacién Host

MATLAB Versién R2016a o superiores.

Tabla 7. Requisitos técnicos de hardware y software de la aplicacion desarrollada.
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3. Fracciones fosforiladas

1ISO0 ISO1 Beta 1 Beta 2
Parametro Endo/Epi Endo Epi Endo Epi Endo Epi
flCaL 0| 09999 | 0,9998 | 0,9997 | 0,9997 | 0,9999 | 0,9998
fIKs 0| 09616 | 0,9546 | 0,9446 | 0,9449 | 0,0683 | 0,0509
fPLB 0| 09967 | 0,9966 | 0,9965 | 0,9965 | 0,5122 | 0,4387
fTnl 0| 09963 | 0,9962 | 0,9960 | 0,9961 | 0,1472 | 0,1216
fINa 0| 09968 | 0,9913 | 0,9872| 0,9878 | 0,9994 | 0,9894
fINaK 0| 09994 | 0,9988 | 0,9983 | 0,9984 | 0,9996 | 0,9986
fRyR 0| 09990 | 0,9977 | 0,9959 | 0,9962 | 0,9994 | 0,9969
flKur 0| 09783 | 0,9746 | 0,9697 | 0,9698 | 0,5143 | 0,4365
flCaL eca 0| 09999 | 0,9998 | 0,9997 | 0,9997 | 0,9999 | 0,9998
whole_cell_PP1 0,1371 | o,1106 | 0,1106 | 0,1106 | 0,1106 | 0,1242 | 0,1257

Tabla 8. Valores de las fracciones fosforiladas calculadas para simulaciones sin insuficiencia cardiaca a

partir de las ecuaciones de Heijman. [17]

ISO0 ISO1 Beta 1 Beta 2
Parametro Endo/Epi Endo Epi Endo Epi Endo Epi
flCaL 0| 06429 | 0,7830| 0,8577 | 0,8556 | 0,2852 | 0,4164
fIKs 0| 08591| 0,8811| 0,8126| 0,8150 | 0,1072 | 0,1731
fPLB 0| 09354 | 09364 | 0,9363| 0,9363 | 0,1508 | 0,1915
fTnl 0| 08820| 0,8864 | 0,8861 | 0,8861 | 0,1234 | 0,1416
fINa 0| 09524 | 0,9619 | 0,9655| 0,9654 | 0,8780 | 0,9217
fINaK 0| 09794 | 0,9904 | 0,9925| 0,9925| 0,6969 | 0,8542
fRyR 0| 06271 | 0,7355| 0,7891 | 0,7876 | 0,3073 | 0,4321
flKur 0| 09363 | 0,9436 | 0,9227 | 0,9234 | 0,6138 | 0,7107
flCaL eca 0| 0,8453| 0,8791 | 0,7861 | 0,7888 | 0,2401 | 0,3273
whole_cell_PP1 0,1371 | 0,1204 | 0,1203 | 0,1203 | 0,1203 | 0,1339 | 0,1329

Tabla 9. Valores de las fracciones fosforiladas calculadas para simulaciones con insuficiencia cardiaca a

De entre todas las fracciones que aparecen en ambas tablas, la fraccion flCaL_eca Unicamente
afecta en el modelo con detubulacion. En el resto de modelos la Unica fraccidn relacionada con

partir de las ecuaciones de Heijman. [17]

la corriente ICaL es la fraccion flCalL.
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4. Ecuaciones

A continuacion, se presentan las ecuaciones mas importantes modificadas o afiadidas al modelo
O’Hara-Rudy. Estas ecuaciones son las relacionadas con las modificaciones de las 8 corrientes
afectadas por las fracciones fosforiladas.

Las ecuaciones que se presentan a continuacién son las utilizadas para calcular las corrientes
modificadas, asi como las fracciones de los canales no fosforilados o fosforilados por diferentes
compuestos: 1) Fosforilados por PKA; 2) Fosforilados por ambos compuestos; 3) Fosforilados
solo por PKA; 4) Fosforilados sélo por CaMK.

Para consultar el resto de ecuaciones tanto del modelo basico como de las modificaciones
introducidas pueden revisarse los siguientes articulos:

Modelo O’Hara Rudy basico: “Simulation of the undiseased human cardiac ventricular
action potential: Model formulation, experimental validation and application ” . 2011.
Escrito por T. OHara y Y. Rudy. Referencia [7] de la Bibliografia.

Modificaciones del sistema beta-adrenérgico: “Local control of B6-adrenergic
stimulation: Effects on ventricular myocyte electrophysiology and Ca(2+)-transient.”.
Escrito por J. Heijman et al. Referencia [17] de la Bibliografia.

Modificaciones por detubulacién: “Microdomain-Specific Modulation of L-Type Calcium
Channels Leads to Triggered Ventricular Arrhythmia in Heart Failure”. Escrito por S. Jose
L. Referencia [14] de la Bibliografia.

Corriente de sodio Na* (Inq)

I;,gaMKII — (1+K£(‘I;ZI<V;K) (Ec. 10)
RS = Fha (Ec. 1)
= PR e (Ec. 12)
I;I;A,only _ AIIIJVIflA — fBoth (Ec.13)
Ig;éMKu,only — Il;],gaMKII _ I)}%(ath (Ec. 14)
INP = GNP . (mNP)3 . pNP . iNP . (y _ E\ Y (Ec. 15)
IﬁfKA — G_ﬁa . (mP,PKA)3 . hP,PKA _jP,PKA . (Vm _ ENa) (Ec. 16)
IﬁfaMK — G—Izvvg - (mP-CaMK)3 . pP.CaMK _jP,CaMK - (Vy — Eng) (Ec.17)
Iﬁ,{f’oth = GP_ - (mPPKA)3 . pP.CaMK . jP.CaMK . (y _ | (Ec. 18)
Iyg = (1 _EZI;A,only _ Ig(zMKII,only _ ﬁl%%th) . 111\\{5 _l_fIZIZA,Only . Ilfl,;szA +
f}ziMKII,only ] IIS,aCaMK + ﬁ%%th ) Ilf]’,aBoth (Ec. 19)

Corriente de sodio late (Inai)

P,CaMKII 1
INaL = 7 KmCaMK (Ec. 20)
(1+ CaMKa )

Inar = Gyar My " (Vi — Ena) - ((1 - fli,'gleK”) < hy, + fRCaMKIL, hf’caMKH) (Ec. 21)
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Corriente transitoria saliente de potasio K* (l:.)

P,CaMKII _ 1 (Ec
To - KmCaMK
(1+ CaMKa )
P,CaMKII P,CaMKII , P,CaMKII
( — firo ) I + firo Iyg (Ec

Corrientes de calcio (Ica, Icana, Icax)

P,CaMKII __ 1
Ical = (1+KmCaMK) (Ec.
CaMKa
P,CaMKII __ 1
IcaL,i = [, KmCaiky (Ec.
( CaMKa )
FPKA _ ¢P
ical = ficaL (Ec.
FPKA _
ICaL,i — fICaL,eca (Ec.
Both _ FPKA . ¢P,CaMKII E
ICaL ICaL ICalL ( ¢
Both _ FAPKA . fP,CaMKII .
icaLi = JicalLi " JicaL,i (Ec
PKA,only __ £PKA _ rBoth (E
ICal = JicaL ICal c
PKAoonly _ 2PKA __ gBoth (Ec
ICaL.i — JICalL, ICal,i .
CaMKllonly _ P,CaMKIl _ ¢Both E
ICalL = JicalL ICalL (Ec.
CaMKlIl,only _ P,CaMKIl __ rBoth E
ICaLi = JicaL,i ICaLi (Ec.
NP _ .
Itar = Peass  Picar " d - (f - (1 —n¢a) +jca  fea " Nca) (Ec.
CaMK _ pP,CaMKII Ad. P,CaMKII . . . £P,CaMKII |
Icat™ = Peass Prcar " d (f ¢ (1 —1n¢a) +jca fea nCa) (Ec.
PKA _ pPKA PKA PKA ; PKA
Ical = Peass " PicaL " d (f (I —1n¢ag) +jca fea © Nea) (Ec.
Both _ PKA Both ; Both
I8 = PExss - @icar - dPF4 - (f Ot (1 =n¢e) +jca fea 'nCa) (Ec.
ICaLl PCa,i "QrcaL " d - (f ’ (1 - nCa,i) +Jjca - fCa ' nCa,i) (Ec.
CaMK _ pP,CaMKI . . P,CaMKII . . . £P,CaMKII |
Icari = Pea; Prcas; - d - (fPCe (1 —ncai) +ica fea Neai)(EC.
PKA _ pPKA PKA PKA ; PKA
ICaLl PCaL PicaLi* d ' (f ' (1 - nCa,i) +Jca- fCa ' nCa,i) (EC-
Both _ pPKA PKA Both . Both
ICc?L,i = Fcai " PicaLi” d ) (f ot (1 - nCa,i) +Jjca " fea 'nCa,i) (Ec.
ICaNa Pcana,ss * Picana d-(f- (1 —n¢g) +jca fea Nea) (Ec.
CaMK _ pP,CaMKII P,CaMKII . gP,CaMKII |
Icana = Peanass  * Picana " d - (f . (1 —n¢e) +jca fea nCa) (Ec.
PKA _ pPKA PKA PKA ; PKA
Icang = CaNa,ss " PIicaNa * d : (f : (1 - nCa) +Jjca- fCa ) nCa) (Ec.
Both _ pPKA PKA Both : Both
Icgng = CaNa,ss * Picana " 4 ) (f (A =ngg) tca fea nCa) (Ec.
ICaNaL PCaNa,i "@PicaNa d- (f ’ (1 - nCa,i) + Jjca 'fCa 'nCa,i) (Ec.

.22)

.23)

24)

25)

26)

27)

.28)

.29)

.30)

31)
32)
33)
34)
35)
36)
37)
38)
39)
40)
41)
42)
43)
44)
45)

46)
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CaMK _ pP,CaMK .. (fP.CaMKI . . P,CaMKII
Icana, = Fe Picana,i " 4 (f “ (1 - nCa,i) tJca Jca nCa,l-)(Ec. 47)

aNa,i
PKA _ pPKA . APKA , PKA | _ : . £PKA
ICaNa,i — 4 CaNa,i (pICaNa,i d (f (1 nCa,i) +]Ca fCa nCa,i) (EC-
Both _ pPKA . APKA , Both , _ . . £Both ,
Icanai = Pcana,i * Picanai* @ (f (1 nCa,i) +Jca " Jca nCa,i) (Ec.
NP _ . . . _ i .
Ieak = PCaK,ss Prcax " d (f (1 nCa) + jca * fea nCa) (Ec.
caMK _ pP,CaMKII . 4 . ( fP.CaMKII , . oP,CaMKII
Iéak ™ = Peakss Picak " d (f (1 =n¢a) +jca feq ' nCa) (Ec.
PKA _ pPKA . JPKA . (£PKA . (1 _ . rPKA
Icai = Pcak,ss * Picax * 4 (f (1 —n¢a) +jca fea " " Nea) (Ec.
Both _ pPKA . JPKA . ( fBoth . (1 _ . rBoth ,
ICaK - PCaK,ss Picak d (f (1 nCa) +]Ca Ca nCa) (EC-
NP . e . . — P .
Ieaki = Peak,i " Picax = d (f (1 nCa,i) + jca " fea nCa,i) (Ec.
CaMK __ pP,CaMKI . A.(fP,CaMKII . :  P,CaMKII
laki = PCaK,i Prcak,i * 4 (f (1 - nCa,i) +Jca* Jca : nCa,i)(EC-
PKA _ pPKA , . APKA . PKA , _ : . £PKA ,
lear; = Peak,i " Picak,i* 4 (f (1 nCa,i) +Jjca fea nCa,i) (Ec.
Both _ pPKA , . JPKA . Both , _ . . £Both .
Icaki = Pcak,i " Picak,i d (f (1 nCa,i) +Jca Jca nCa,i) (Ec.
_ __ gPKAonly CaMKIIl,only Both) , NP PKA,only ;P,PKA
Icarss = (1 ICal ~JicaL — ficaL ) Icar + fical deqr, Tt
CaMKlIl,only ;P,CaMK Both , yP,Both
ficar Iear + ficar" " lear (Ec
_ __ gPKAonly _ CaMKll,only _ rBoth) , yNP PKA,only @ ;P,PKA
ICaL,i - (1 fICaL,i ICaL,i fICaL,i) ICaL,i + fICaL,i ICaL,i +
CaMKlIl,only ;P,CaMK Both , yP,Both
ficavi Ieari — + ficaLi “lcar (Ec
_ _ gPKAonly _ CaMKlIl,only Both \ , NP PKA,only ;P,PKA
ICgNA?.SS _1(1 fICaNa fICaNa - fICaNa) ICaNa + fICaNa ICaNa +
aMKlIl,only ;P,CaMK Both , yP,Both
ficana Ieang 7+ ficana “ lcana (Ec
o __ ¢PKAonly _ CaMKll,only _ rBoth . JNP PKA,only  ;P,PKA
ICaNa,l - (1 ICaNa,i ICaNa,i ICaNa,i) ICaNa,i + fICaNa,i ICaNa,i +
CaMKIl,only ;P,CaMK Both , yP,Both
f}CaNa,i ICaNa,i + /‘}CaNa,i ICaNa,i (EC
_ __ gPKAoonly CaMKII,only Both) , NP PKA,only ;P,PKA
Icak,ss = (11 frcax = ficax — JICaK ) Icak + ficax Tear Tt
CaMKll,only ;P,CaMK Both , yP,Both
f}CaK ICaK + ficax ICaK (Ec
_ _ gPKAonly _ CaMKlIl,only Both \ , NP PKA,only ;P,PKA
ICaK,i - (1 fICaK,i ICaK,i - fICaK,i) ICaK,i + fICaK,i ICaK,i +
CaMKIl,only ;P,CaMK Both , yP,Both
ficax i Ieaki 7 ficaki " lcak, (Ec

48)
49)
50)
51)
52)
53)
54)
55)
56)

57)

.58)

.59)

. 60)

.61)

.62)

.63)
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Corrientes de potasio K* lenta (Ixs)

FPKA _ fP
IKs _fIKs

NP _ ~NP , . . . —

IKS - GKS KSCa Xs1 " Xs2 (Vm EKS)

P,PKA _ AP . ..P.PKA _ PPKA _

IKs - GKs KSCa xsz xsl (Vm EKS)

_ PKA,onlyY . ;NP PKA,only = ;P,PKA
Igs = (1 - f}Ks ) IKs +f}Na INa

Corrientes de sodioNa*-potasio K* lenta (Inax)

FPKA _ fP
INaK — JINaK

o _ FPKAY . 170,NP FPKA ., 170,PKA
KNai - (1_fINaK KNai + INaK KNai

Corriente de potasio K* ultrardpida de meseta (lxur)

NP _ NP , . -
IKur - GKur Xgur (Vm EKur)

Glgur = GIQVLIzr * 2.5
III(iur = GI}{)ur *Xgur® (Vm - EI()
flfur = fikur

Igyr = (1 - fI(I’Dur) ’ IIQILIZT + flfur ) Illgifr

(Ec.

(Ec.

(Ec.
(Ec.

(Ec.

(Ec.

(Ec.

(Ec.
(Ec.
(Ec.
(Ec.

(Ec.
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Liberacion de calcio inducida por receptor de rianodiona desde el reticulo sarcopldsmico de

P,CaMKII __ 1
Jrel - KmCaMK
(1 CaMKa )

fPKA _ P
Jrel — fRyR

Both _ £PKA , £P,CaMKII
f]rel — Jjrel Jrel

fPKA,only — fPKA Both

Jrel Jrel Jrel
CaMKIl,only __ P,CaMKIl _ rBoth
f]rel — JJrel Jrel

_ . CaMKII,only PKA,only Both) .
]rel - RyRTotal (1 - f - - f]rgl ) ]

Jrel Jrel

P,CaMKII PKAonly  ;PKA Both , jBoth
]rel + f]rel ]rel + f]rel rel

CaMKlIl,only |

(Ec.

(Ec.
(Ec.
(Ec.

(Ec.

(Ec.
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Bomba SERCA (Jieai) ¥ flujo de absorcidn de calcio Ca* (J.p)

P,CaMKII __ 1

Jup - KmCaMK
(1+ CaMKa )

FPKA

_ fP
Tup = fsERCA

Both _ fPKA , £P,CaMKII
frup " = frup Jup

fPKA,only — f‘PKA Both

Jup Jup Jup
fCaMKII,only _ gP,CaMKIlI _ rBoth
Jup — Jjup Jup
o2+
] _ Leak ~(0.0039375-[Ca®*] N poen
leak — Total 15.0 rel

_ . CaMKII,only PKA,only
Jup = SERCArocar - ((1 = s ~ frE

P,CaMKII PKA,only _ ;pKkA Both . yBoth
up + f]up ]up + f]up up - ]leak

(Ec.

(Ec.

(Ec.
(Ec.

(Ec.
(Ec.

_ f]Both) _]Np +fCaMKII,only .
up up

Jup

(Ec.
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87)
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