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RESUMEN

La Torsade de Pointes es una taquiarritmia ventricular responsable de la retirada de ciertos farmacos
del mercado por ser uno de los efectos adversos mds graves. Para reducir su incidencia, han surgido
iniciativas como CiPA, que evaltua la prediccidon del riesgo proarritmico de farmacos; incluyendo
modelos in silico.

En el presente trabajo se analiza el impacto de diversos farmacos sobre los cardiomiocitos
ventriculares sanos y con insuficiencia cardiaca mediante la simulacidn y modelado computacional de
los comportamientos electrofisiolégicos de las células cardiacas utilizando los modelos
computacionales de O’Hara et. al (2011), Tomek et al. (2019), y un modelo de O’Hara modificado
(ORdmJ). 28 farmacos de CiPA, clasificados en funcion de su riesgo torsadogénico, fueron simulados
con el bloqueo de poro simple mediante la ecuacién de Hill. Se emplearon modelos celulares con
insuficiencia cardiaca y se realizé un analisis de sensibilidad que estudiaba la contribucion de las
corrientes en el potencial de accidén y el transitorio de calcio. Asimismo, se considerd la variabilidad
electrofisioldgica producida en sujetos de una misma especie simulando poblaciones de modelos de
cardiomiocitos humanos.

Los resultados muestran que las corrientes Ina € Inaca SON grandes contribuyentes en el alargamiento
del potencial de accidn y que Jserca €s Una de las mayores responsables de la disminucién de calcio
en células con insuficiencia cardiaca en el modelo de Tomek et al. Adicionalmente, el estudio mostré
que es importante emplear modelos realistas del comportamiento electrofisioldgico ventricular, que
incluya variabilidad poblacional, puesto que los efectos farmacolédgicos pueden variar ligeramente
con el individuo. Ademas, se obtienen respuestas agravadas en situaciones patoldgicas, lo cual
destaca la importancia de considerar estas situaciones en la evaluacién de seguridad cardiaca.

En conclusién, esta herramienta podria contribuir en las predicciones de efectos peligrosos en la
produccién de futuros medicamentos ajustandose a las distintas condiciones electrofisioldgicas y/o
patoldgicas.

Palabras Clave: Modelo computacional, potencial de accidn, transitorio de calcio, cardiomiocito,
farmaco, CiPA, Torsade de Pointes, insuficiencia cardiaca, poblacién de modelos.
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RESUM

La Torsade de Pointes és una taquiarritmia ventricular responsable de la retirada de certs farmacs del
mercat per ser un dels efectes adversos més greus. Per resuir la seua incidéncia, han sorgit iniciatives
com CiPA, que avalua la prediccié del risc proarritmic de farmacs; incloent models in silico.

En el present treball s'analitza I'impacte de diversos farmacs sobre els cardiomiocits ventriculars sans
i amb insuficiéncia cardiaca mitjancant la simulacié i modelatge computacional dels comportaments
electrofisiologics de les cél-lules cardiaques utilitzant els models computacionals d'O’Hara et. al
(2011), Tomek et al. (2019), i un model d'O’Hara modificat (ORdmJ). 28 farmacs de CiPA, classificats
en funcid del seu risc torsadogenic, van ser simulats amb el bloqueig de porus simple mitjancant
I'equacié de Hill. Es van emprar models cel-lulars amb insuficiéncia cardiaca i es va realitzar una
analisi de sensibilitat que estudiava la contribucid dels corrents en el potencial d'accié i el transitori
de calci. Aixi mateix, es va considerar la variabilitat electrofisiologica produida en subjectes d'una
mateixa espéecie simulant poblacions de models de cardiomiocits humans.

Els resultats mostren que els corrents Ina i Inaca SON grans contribuents en I'allargament del potencial
d'accio i que Jserca €s un dels majors responsables de la disminucié de calci en ceél-lules amb
insuficiéncia cardiaca en el model de Tomek et al. Addicionalment, I'estudi va mostrar que és
important emprar models realistes del comportament electrofisiologic ventricular, que incloga
variabilitat poblacional, ja que els efectes farmacologics poden variar lleugerament amb I'individu. A
més, s'obtenen respostes agreujades en situacions patologiques, la qual cosa destaca la importancia
de considerar aquestes situacions en |'avaluacié de seguretat cardiaca.

En conclusid, aquesta eina podria contribuir en les prediccions d'efectes perillosos en la produccié de
futurs medicaments ajustant-se a les diferents condicions electrofisiologiques i/o patologiques.

Paraules clau: Model computacional, potencial d'accié, transitori de calci, cardiomiocit, farmac, CiPA,
Torsade de Pointes, insuficiéncia cardiaca, poblacié de models.
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ABSTRACT

Torsade de Pointes is a ventricular tachyarrhythmia responsible for the withdrawal of certain drugs
from the market as one of the most dangerous side effects. In order to reduce its incidence,
initiatives such as CiPA, which evaluates the probability of proarrhythmic risk of drugs, including the
use of in silico models, have emerged.

At present, we analyze the impact of various drugs on healthy and failing ventricular cardiomyocytes
by simulating and computationally modeling the electrophysiological behavior of cardiac cells using
the computational models of O'Hara et. al (2011), Tomek et al. (2019), and a modified O'Hara model
(ORdmJ). 28 CiPA drugs, ranked according to their torsadogenic risk, were simulated with single pore
blockade using the Hill equation. Cellular models with heart failure were used and a sensitivity
analysis studying the contribution of currents to the action potential and calcium transient was
performed. The electrophysiological variability present in subjects of the same species was also
considered by simulating populations of models of human cardiomyocytes.

The results show that Ina. and Inaca currents are major contributors to action potential elongation and
that Jserca is @ major contributor to calcium depletion in cells of those subjects with heart failure in
the model of Tomek et al. In addition, the study showed that it is important to employ realistic
models of ventricular electrophysiological behavior, including population variability, since
pharmacological effects may vary slightly with the individual. In addition, aggravated responses are
obtained in pathological situations, which highlights the importance of considering these situations in
cardiac safety assessment.

In conclusion, this tool could contribute to the prediction of hazardous effects in the production of
future drugs by adjusting for different electrophysiological and/or pathological conditions.

Keywords: Computational model, action potential, calcium transient, cardiomyocyte, drug, CiPA,
Torsade de Pointes, heart failure, population of models.
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Xo Vector de variables de estado en condiciones iniciales

Zs Valencia delion S

Vs Conductancia unitaria de un canal iénico especifico de union S
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CAPITULO 1. MOTIVACION

Las enfermedades cardiovasculares son la causa principal de muertes a nivel global. La prevalencia de
estas patologias se han duplicado en los ultimos 30 afos y la mortalidad se ha incrementado de
forma ininterrumpida alcanzando los 18 millones en 2019 (Roth et al. 2020).

En los dltimos anos, la industria farmacéutica ha sido perjudicada tras la retirada de determinados
farmacos del mercado que produjeron la Torsade de Pointes (TdP), un tipo de taquicardia ventricular
altamente peligrosa (Park et al. 2019). Este suceso ha sido considerado desde entonces una amenaza
para la salud publica, por lo que se han desarrollado iniciativas como Comprehensive in-vitro
Proarrhytmia Assay (CiPA) para el desarrollo de modelos computacionales que sirvan para predecir
riesgos relacionados con la aparicién de esta arritmia.

El desarrollo de un modelo fiable para el estudio y prediccidon de la seguridad torsadogénica de los
compuestos farmacolégicos es el eje central sobre el que se desarrolla el presente TFG. La finalidad
de la realizaciéon del trabajo es estudiar el efecto de diversos medicamentos sobre los cardiomiocitos
ventriculares humanos sanos y afectados por insuficiencia cardiaca mediante modelado
computacional y simulacidn, que contribuya en la evolucidn de herramientas predictivas y colabore
en la superacién de las limitaciones de modelos de evaluacidn actuales.

Los estudios en fases tempranas de nuevos farmacos mediante este tipo de herramientas permiten
extraer conclusiones complementarias a los ensayos clinicos en animales y seres humanos, y en un
futuro podrian convertirse una alternativa viable que permitiera prescindir de ellos. Asimismo,
también tendrian un impacto econdmico beneficioso en la sociedad, pues se pretende que
contribuyan al aumento de la producciéon de medicamentos, lo que disminuiria su importe y tendrian
una mayor accesibilidad.

Por esto y por la busqueda de una mejora en la seguridad de las terapias y la salud, la realizacién de
este estudio comparativo del efecto farmacolégico en poblaciones de células ventriculares sanas y
patoldgicas mediante modelado y simulacion fue mi eleccién para realizar este TFG, pues pensé que
no habia mejor trabajo con el que concluir el grado en ingenieria biomédica: un proyecto que me
permitiera continuar mi aprendizaje en el ambito de la bioelectricidad y modelado eléctrico, aplicar
mis conocimientos de programacion en Matlab adquiridos durante la carrera y aportar, con la ayuda
y la orientacidn proporcionada por la doctora Beatriz Trénor y Jordi Llopis (estudiante de Doctorado),
mi granito de arena a esta compleja pero apasionante investigacion.
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CAPITULO 2. INTRODUCCION

2.1. ANATOMIA CARDIACA

El sistema cardiovascular es el sistema de transporte e intercambio de oxigeno, nutrientes, desechos
celulares, hormonas y otras sustancias significativas del cuerpo humano. Este sistema se compone
principalmente de la sangre, tejido liquido que actia como medio de transporte; los vasos
sanguineos, conductos que permiten la distribucion de la sangre a los diferentes tejidos; y el corazén,
organo que la impulsa debido a su contraccidn (P. A. (University of M. laizzo 2006).

El corazdon humano es una viscera muscular que se encuentra situado en el mediastino medio
anterior, el espacio entre los pulmones en el interior de la cavidad toracica (OpenStax College 2013).
Este descansa sobre la superficie superior del diafragma, delante de la columna vertebral y tras el
esternodn y los cartilagos costales (Weinhaus and Roberts 2005).

2.1.1. Pared cardiaca

La pared del corazén estd compuesta por tres capas de distinto espesor: el pericardio, el miocardio y
el endocardio (ver Figura 1).

El pericardio es un revestimiento de doble cobertura. El pericardio fibroso es la capa mas externa, y
sirve de proteccién y anclaje a las estructuras colindantes; mientras que el pericardio seroso es una
bicapa interna formada a su vez por las capas parietal, fusionado con el pericardio fibroso, y visceral
o epicardio, fusionado con la pared del corazén (Marieb 2009).

El miocardio es el tejido muscular que compone la pared del corazén, siendo a su vez la capa
intermedia y de mayor espesor. Esta constituida principalmente por células musculares cardiacas,
fibras de colageno, vasos sanguineos de irrigacion y fibras nerviosas (Sastre and Pérez 2014).

Finalmente, el endocardio es una delgada capa de endotelio que tapiza el interior del érgano de
forma continuada a la envoltura de los vasos.

Cavidad
pericérdica
Epicardio
(capa visceral
del pericardio

— Seroso) Pared
: _ cardiaca
Miocardio
Endocardio

Cémara cardiaca

Pericardio fibroso
Wj Capa parietal
Pericardio - del pericardio seroso

Miocardio

Figura 1. Capas que componen la pared cardiaca (Marieb 2009).
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2.1.2. Cavidades cardiacas

Internamente el corazén estd dividido en cuatro cdmaras: dos auriculas y dos ventriculos. Las
auriculas son las cavidades superiores, de menor tamano, en las que desembocan las venas y llega la
sangre. Los ventriculos son cavidades voluminosas de donde emergen las arterias y se impulsa la
sangre al exterior. La existencia del tabique interauricular e interventricular separa el dérgano
longitudinalmente en dos mitades.

En los conductos de salida de las cuatro cavidades se ubican las valvulas cardiacas, unas estructuras
moviles que impiden el flujo de sangre retrégrado. Entre las auriculas y los ventriculos se hallan las
valvulas auriculoventriculares (AV), las cuales se cierran debido a un aumento de presién durante la
sistole o contraccion ventricular para evitar el reflujo de sangre a la auricula. La vélvula AV derecha se
denomina valvula tricdspide, y la izquierda valvula mitral. Por otro lado, las vélvulas situadas entre
los ventriculos y las arterias se conocen como valvulas semilunares, que evitan que la sangre arterial
regrese al corazon. Entre estas se encuentra la valvula pulmonar y arterial.

2.1.3. Circuitos de circulacion sanguinea

Existen dos circuitos de circulacion sanguinea distintos, pero R

/ de los pulmones
[ donde se
produce el

Circuito pulmonar o menor, en el cual el recorrido de la sangre va _ | ) *”Safzzgﬂgo

vinculados, tal y como podemos observar en la figura 2.

del corazén a los pulmones y viceversa; y el circuito sistémico o

mayor, donde la circulacion de la sangre va del corazén a todo el Girsalio pnionaE

Arterias

organismo. A puimonares __

La circulacion menor se inicia en el ventriculo derecho, el cual D ‘ W Aortay
recoge la sangre pobre en oxigeno proveniente del organismo que )L sl
ha sido conducida hasta la auricula derecha mediante las venas
cavas superior e inferior, y posteriormente hasta el ventriculo.

Ventriculo
izquierdo

La sangre es bombeada y dirigida desde el ventriculo izquierdo, a
través de la arteria pulmonar que se bifurca en dos ramas, a los
pulmones, donde se produce el intercambio de gases (se recoge el
oxigeno y se descarga el didxido de carbono). La sangre rica en
oxigeno retorna al lado izquierdo del corazén a través de las cuatro
venas pulmonares que desembocan en la auricula izquierda. Eapanda:

[Bl=Sangre 1

rica en oxigeno tejidos corporales

La circulacion mayor se inicia en el ventriculo izquierdo, el cual ypobreenco, donde se produce

[ll=Sangre pobre el intercambio

recoge sangre oxigenada que sale por la arteria aorta. A partir de 000N o0 gaseoso

esta arteria se producirdan ramificaciones de arterias sistematicas . . .
Figura 2. Circulacion mayor y menor

para transportar la sangre y aportar oxigeno a los diversos tejidos (Marieb 2009).

del organismo. El circuito se cierra devolviendo la sangre desoxigenada a la auricula derecha por la

vena cava superior o inferior, donde acaban desembocando las venas sistémicas.
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2.1.4. Irrigacién

El miocardio también es un tejido que requiere de suministro de oxigeno, nutrientes y una forma de
eliminar los deshechos, por lo que el corazén cuenta con su propio sistema vascular conocido como
circulacidon coronaria. Este entramado de vasos consta principalmente de las arterias coronarias
derecha e izquierda, que nacen en la raiz de la aorta y se ramifican para distribuir la sangre rica en
oxigeno por el miocardio. En el seno coronario convergen las venas que transportan la sangre pobre
en oxigeno que acaba desembocando en la auricula derecha.

2.1.5. Inervacion

El corazén estd inervado por el sistema nervioso auténomo, el cual es responsable de su actividad
involuntaria. Las fibras nerviosas auténomas proceden tanto del sistema simpatico como del
parasimpatico, y forman el plexo cardiaco. Por un lado, el sistema simpatico procede de la cadena
simpatica cervical a la altura de los ganglios cervicales lll y IV (de los Nietos Miguel 2007), y actda
principalmente aumentando la frecuencia cardiaca (cardioacelerador). Por otro lado, el sistema
parasimpatico alcanza el corazén mediante el nervio vago, que se encarga de disminuir la frecuencia
(cardiomoderador).

2.1.6. Sistema de conduccidn eléctrico

El sistema de conduccién se compone por una masa de células miocardicas (nodos o nédulos) junto
con una red de fibras capaces de transmitir el impulso eléctrico por todo el miocardio.

Nodo sinusal o sinoauricular (SA).

Pequefio cumulo de tejido especializado situado en la auricula derecha. Es comUnmente conocido
como el ‘marcapasos natural’ del corazdon ya que es donde se originan los impulsos eléctricos que
daran lugar al latido (de los Nietos Miguel 2007). El estimulo viaja por las vias de conduccién
internodales al nodo auriculoventricular comenzando una ola de contraccién que empuja la sangre
de las auriculas a los ventriculos.

Nodo auriculoventricular o atrioventricular (AV).

Grupo de células cardiacas especializadas localizado en la zona de unién de la auricula y el ventriculo
derecho. El nodo AV retrasa la transmisién del impulso haciendo posible que la sangre llegue a los
ventriculos antes de que estos se contraigan.

Haz de His y fibras de Purkinje.

El Haz de His es un haz de células no contractiles que parte del nodo AV, atraviesa el tabique
auriculoventricular y se bifurca en dos ramas derecha e izquierda que descienden por el tabique
interventricular hasta el dpex del corazén y se extienden por sus respectivos ventriculos. Dado que el
ventriculo izquierdo tiene mayor tamafio que el derecho, la rama izquierda se divide en dos ramas,
una anterior y otra posterior. Todas las ramas terminan arborizandose en pequefias fibras conocidas
como las fibras de Purkinje, que propagan el impulso a las células contractiles del miocardio.
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Nédulo AV

Nédulo Haz de His
Sino-auricular Rama lzquierda
del Haz de His
Anterior
Divisiéon
Tractos de RIH
Internodales Posterior

/
Rama Derecha
del Haz

Figura 3. Sistema de conduccion eléctrica (de los Nietos Miguel 2007).

2.1.7. Estructura del cardiomiocito

El miocardio es un tejido organizado formado por diversos tipos celulares tales como células de
musculo liso, fibroblastos y cardiomiocitos. Los cardiomiocitos son células musculares estriadas que
componen principalmente el tejido del corazén. Se caracterizan por su forma cilindrica, por ser
contractiles y, generalmente, multinucleadas (Walker and Spinale 1999).

La membrana basal es una barrera que conecta a los miocitos con la matriz extracelular e interviene
en el intercambio molecular entre el espacio externo y el interior del miocito. Las células cardiacas se
encuentran interconectadas entre si gracias a uniones especializadas denominadas discos
intercalados, los cuales contienen varios complejos de unidn, incluidos los adherentes zénula, los
desmosomas y las uniones gap (OpenStax College 2013). Sirve como fuerte enlace mecanico entre los
miocitos y como via de baja resistencia que permite una rdpida conduccién de los impulsos
eléctricos.

Sarcoplasmic

Reticulum El sarcolema es la membrana plasmatica de las
' fibras musculares. En ella se puede encontrar un
sistema tubular transversal o tubulos T, que son

twoue  jnvaginaciones del sarcolema que configuran
canales que conducirdn el impulso eléctrico a las
proximidades del reticulo sarcoplasmatico en el
interior celular. El reticulo sarcoplasmatico es
un reticulo endoplasmatico especializado del
musculo estriado que almacena iones de calcio

Sarcolemma

gue seran liberados con la llegada del potencial

Basement Membrane Fibrillar Collagen

de accién para producir la contraccién, ya que
Figura 4. Estructura del cardiomiocito (Walker and Spinale  depende de la concentracidn de iones de calcio y
1999). ATP
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Los cardiomiocitos contienen numerosas miofibrillas que constituyen los sarcémeros. Un sarcémero
es una unidad anatémica funcional del musculo estriado, compuesto por filamentos contractiles
(Figura 5): los filamentos gruesos, compuestos por proteinas de miosina; y los filamentos finos,
formados por las proteinas actina, troponina y tropomiosina. Los filamentos gruesos se componen
por la cola y por dos cabezas globulares, lugar de unién de la actina. La actina que forma parte de los
filamentos finos posee lugares de uniéon a la miosina, los cuales se encuentran envueltos en
tropomiosina mientras no se produzca contraccidn. A su vez, existen tres variedades de troponina: la
troponina T, la cual sirve de nexo de unidn del complejo troponina a la tropomiosina; la troponina |,
gue contribuye a la inhibicién de la interaccién entre la actina y la miosina; y troponina C, lugar
donde se adhiere el calcio al comienzo de la contraccidn.

Filamentos gruesos Filamentos finos
(miosina) (actina, tropomiosina, troponina)

Cola Cabezas
Tropomiosina

Cadenas ligeras T— ® Troponina
Cadenas pesadas > = )
787 /8/8/4 1

=

b, b/ 8/ 8/8/ 8/ /8 /8/8/ 8/ 8-

Figura 5. Filamentos gruesos (A) y filamentos finos (B) (Constanzo 2011).

Como se puede observar en la Figura 6, cada sarcémero contiene un disco Z delimitando sus
extremos, donde se anclan los filamentos finos, contenidos en la banda I. En el centro se localiza la
banda A, integrada por los filamentos gruesos, déonde pueden superponerse con los finos en el
momento de la contraccion.

Filamentos finos Titina
© Filamentos gruesos ©

oo e N oS s

T e et

I TR L AR 2 D0 pPPonVPonh

=

S

N 497640764978 LA 1T 1)

S eSS

coooofiicoc

| E— e T T
; 40°BEOCEECE
T N 90 000.0000 L 0.000.000000 N
: GOBETCBEICG T BOSHUOIREOTY
cocoofoccoshoocoe Linea M P R
Disco Z L Disco Z
Zona desnuda
L I |
Banga A Banlda |

L |
T
Sarcomero

Figura 6. Filamentos y bandas que componen el sarcomero (Constanzo 2011).

El acoplamiento excitacidn-contraccidon es la traduccidon del potencial de accién en contraccion
muscular. Tras la despolarizacién de los tubulos T se produce un incremento de la concentracion
intracelular de Ca*?, que se combina con la troponina C de los filamentos finos provocando una
modificaciéon estructural que permite la formacion de puentes cruzados, debido a que la
tropomiosina se desplaza y no continta bloqueando la interaccidn entre actina y miosina. De esta
manera, a contraccidn muscular es el resultado de los filamentos de actina deslizdndose a lo largo de
los filamentos de miosina.
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2.2. ELECTROFISIOLOGIA CARDIACA

La base de la contraccion y el buen funcionamiento del corazdn se sustenta en la correcta generacion
y transmisién de impulsos eléctricos. En este capitulo se describen los distintos procesos que
contribuyen a la activacion eléctrica de este érgano.

2.2.1. Conduccidn a través de la membrana celular

La membrana plasmatica o membrana celular es una bicapa lipidica semipermeable que delimita la
célula. En ella se encuentran multiples proteinas, la mayoria implicadas en regular el transporte de
sustancias entre el interior y el exterior celular, tales como los canales idnicos, intercambiadores y
bombas, que son proteinas transmembrana que permiten el paso de iones especificos.

Existen cuatro iones principales en la electrofisiologia cardiaca: los iones de sodio (Na*), iones de
calcio (Ca*?), iones de potasio (K*) e iones de cloro (CI), cuyo desplazamiento el medio interno o
externo celular vienen dado por dos fendémenos: la difusion y el campo eléctrico.

Por un lado, la difusién es un fendmeno natural que tiende a mover las particulas cargadas de una
zona de mayor concentracion a otra de menor concentracidon, mientras que, por otro, el campo
eléctrico es una fuerza que se da debido a la naturaleza de la carga eléctrica, que puede ser positiva o
negativa, y que tendra tendencia a zonas con carga opuesta. Las diversas concentraciones y cargas
eléctricas idnicas en el espacio celular generan lo que se denomina potencial eléctrico (V), una
medida del campo eléctrico en un punto que representa la energia potencial electrostatica que
adquiriria un ion ubicado en este lugar.

El potencial de membrana (V) se calcula como la diferencia entre el potencial intracelular (Vi) y el
potencial extracelular (Ve):

V=V, =V, (1)

Un cardiomiocito tiene un potencial de membrana en reposo de -80 mV, lo cual indica que, en
ausencia de un estimulo externo que modifique la distribucion de iones, existe un balance negativo
de cargas en el interior celular.

2.2.2. Potencial de accion

El potencial de accion (PA) es un rapido cambio transitorio de voltaje que tiene lugar en la membrana
celular (Mohrman and Heller 2007) que produce variaciones en la distribucidon idnica dentro y fuera
de la célula. EI desencadenante del potencial de accidn es un estimulo externo, una corriente que
generalmente proviene de las células vecinas y que debe alcanzar un voltaje umbral alrededor de los
-65 mV para que se origine.

Los canales idnicos especificos pueden estar formados por compuertas dependientes del potencial
de membrana: compuertas de activacion o de inactivacion, es decir, que con el incremento del
potencial aumenta o disminuye su probabilidad de apertura respectivamente.
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Existen 5 fases diferentes en el potencial de accién de un cardiomiocito ventricular:

Fase 0 o despolarizacion.

Se parte del potencial de membrana en reposo negativo de -80 mV, aproximadamente. Tras la
llegada del estimulo el potencial de membrana sufre un aumento, lo cual favorece la apertura de las
compuertas de activacidén de los canales de sodio. Este hecho permite la aparicién de una corriente
de entrada Na* (Ina), junto con la apertura de canales lentos de calcio y la sucesiva entrada de este
ion (Ca*?) al espacio intracelular. En consecuencia, obtenemos una fase de incremento répido del
potencial de membrana que alcanza el maximo voltaje en torno a 20 mV.

Fase 1 o repolarizacidn inicial.

Consiste en el descenso rdpido del potencial causado por la disminucion de la corriente de Na*, ya
gue comienzan a inactivarse sus canales; y la aparicion de la corriente transitoria de K* (ly).

Fase 2 0 meseta.

Fase menos variable del potencial, que se mantiene entre los 0 y los 20 mV. Representa el equilibrio
entre dos corrientes de entrada y tres de salida.

Entre las corrientes de entrada encontramos una corriente lenta de sodio (Ina), producto del
conjunto de canales de sodio que no se han inactivado totalmente; y la corriente de calcio (lca) a
través de canales tipo-L. A lo largo de esta etapa se origina la entrada mas notable de calcio
intracelular, de manera que es durante este periodo que tiene lugar la contraccion de los
cardiomiocitos.

La corriente de salida es una corriente de rectificacién tardia de potasio (K*) que tiene diversas
componentes: una corriente de salida de K* ultrarrdpida (lkur), rapida (Ix) y lenta (lks)

Fase 3 o repolarizacion.

Esta fase comienza cuando las corrientes de entrada Ina y lca Se disipan debido a la completa
inactivacién de los canales correspondientes. Se produce una caida prolongada del potencial debido
a que se mantienen activas las corrientes salientes de K* mencionadas en la fase 2, ya que no
presentan compuertas de inactivacion. Al finalizar esta fase aparecen otra corriente saliente de K*
conocida como corriente de rectificacidn interna (k1) ya que es la que determina que el potencial de
membrana vuelva a su valor inicial en reposo.

Fase 4 o reposo.

Fase de potencial de membrana practicamente constante en torno a -80 mV. Las componentes de la
corriente de rectificacion tardia de K* se disiparon por el cierre de sus compuertas de activacién al
disminuir el voltaje. Por otro lado, los canales de la corriente de rectificacidon Ix1 no presentan
ninguna compuerta, por lo que estan abiertos en reposo.
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Figura 7. Potencial de accién del cardiomiocito ventricular (Deplén Mosquera
2018).

2.2.3. Propagacion del potencial de accién

El corazén es un sicitio funcional, es decir, esta formado por numerosas células individuales, pero
funcionan y se coordinan como una Unica.

Esto es debido a la propagacidn del potencial de accidn por el tejido miocardico, el cual se extiende
de una célula a otra gracias a las uniones gap o comunicantes. Las uniones gap son conexiones entre
las membranas celulares contiguas unidas por conexinas, un conjunto de proteinas que se disponen
formando un cilindro hueco. De esta forma se consigue un “Unico” medio intracelular desde el punto
de vista eléctrico, ya que los iones pueden desplazarse con libertad de una célula a otra puesto que
las uniones siempre estan abiertas y no son selectivas a ninguna particula.

Célula A con potencial de accidn
F + 4+ + o+ o+

Uniones de abertura (nexo)

Figura 8. Propagacion del potencial de accidn entre cardiomiocitos (Mohrman and
Heller 2007).

Tal y como se muestra en la Figura 8, la corriente estimulo capaz de desencadenar el potencial de
accion en un cardiomiocito generalmente proviene de células vecinas en las que previamente se ha
disparado un potencial de accidn. Pero el origen del estimulo externo en los cardiomiocitos
ventriculares son las células del nodo sinusal. Las células del nodo sinusal son particulares puesto que
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no necesitan de un estimulo externo para desencadenar un potencial de accién, sino que se
autodisparan. El potencial de membrana nunca se encuentra en fase de reposo, sino que, tras la
repolarizacion, sufre una subida de potencial lenta y transitoria hasta alcanzar el umbral de disparo,
como se muestra en la Figura 9. Este fendmeno es debido a que los canales de sodio de las células
sinusales se encuentran abiertos tras la repolarizacidn, ya que solo tienen una compuerta de
inactivacién que se cerrard con la subida de potencial. Por ello, en lugar de producirse una etapa de
reposo, se origina una despolarizacién rdpida provocada por una corriente de sodio entrante
denominada corriente funny o marcapasos (Ir ) (Mohrman and Heller 2007).

-60 [~ \en©
-80 |-

Potencial de membrana (mV)
A
o
T

=100 -

Figura 9. Potencial de accion de las células nodales SA (Constanzo 2011).

2.3. INSUFICIENCIA CARDIACA / HEART FAILURE

La insuficiencia cardiaca (IC) (en inglés Heart Failure, HF) es una patologia fisioldgica hipertensa que
presenta un gasto cardiaco reducido e insuficiente, es decir, una disminuciéon de la cantidad de
sangre bombeada al exterior del corazén, incapaz de satisfacer los requerimientos metabdlicos.
Puede suceder en uno o en ambos ventriculos debido a anomalias en la eyeccion (IC sistélica) o en el
llenado (IC diastélica). La IC sistélica tiene su origen en una menor cifra de células miocardicas o por
un decremento en su funcion contrdctil, mientras que el problema de la IC diastdlica recae en una
defectuosa relajacion del tejido miocardico (Ulate Montero and Ulate Campos 2008).

La fisiopatologia de la insuficiencia cardiaca estd constituida por un conjunto de mecanismos que
intentan restablecer la adecuada perfusién sanguinea a los tejidos. Con el objeto de compensar el
déficit miocardico o déficit de contractilidad que disminuye a sangre eyectada, se origina un
incremento de contraccion auricular y seguidamente la ley de Frank-Starling, la cual establece que
cuanto mas se distiende el musculo cardiaco durante el llenado, mayor es la fuerza contractil y la
sangre bombeada, ya que existe una relacion entre a longitud de la fibra cardiaca y la fuerza de
contraccion. Esta situacién mejoraria las condiciones iniciales, pero si esta adaptacion se hace
persistente puede llevar a un remodelado ventricular patoldgico que evolucione en una insuficiencia
cardiaca. El corazdn sufre cambios morfoldgicos o estructurales que vienen seguidos de alteraciones
funcionales. Este remodelado produce alteraciones a nivel celular, principalmente en componentes
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basicos celulares que influyen en la rigidez del miocardio, tales como, la degradacidn de la matriz
extracelular o los diferentes plegados de las proteinas del citoesqueleto celular (Sanchez-Marteles,
Rubio Gracia, and Giménez Lépez 2016). Asimismo, la electrofisiologia celular se ve afectada
fundamentalmente en un alargamiento de la duracidn del potencial de accién y en variaciones en los
iones sodio y calcio del interior celular.

La insuficiencia cardiaca causa trastornos hemodindmicos como la congestidon, acumulacidén de
liguido extracelular por el aumento de las presiones; e hipoperfusion, disminucion del aporte
sanguineo. Para contrarrestar los efectos de estos trastornos se originan variaciones
neurohormonales y, en ocasiones, una respuesta inflamatoria oxidativa.

Alteraciones cardiovasculares Hipovolemia
(miocardiopatia dilatada, Disnea
cardiopatia isquémica, valvulopatias, o e o Fatiga
- : 5 ik s Disminucion del ; £ .
hipertension, y otras) 2 Dificultad respiratoria
Afecta gasto cardiaco Y e
P Diaforesis
recarga, poscarga, : 4
P i O Alteraciones de presiones
disminucién de la contractilidad,
e g Edema
remodelacion ventricular e
Aumento miccion
1S
‘j’_ IC derecha L. y
Insuficiencia cardiaca

9 Aumento de presiones

Ingurgntacnon yugular M IC tzquierda
Reflejo hepatoyugular

a : Disnea
Edema, Nicturia e :
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Ascitis, Hepatomegalia R
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SNS, hormonales, hemodinamicos Tos nocturna

Figura 10. Fisiopatologia de la insuficiencia cardiaca (Pereira-Rodriguez, Rincon-
Gonzalez, and Nifio-Serrato 2016).

2.4. SEGURIDAD FARMACOLOGICA

Dentro de la farmacologia se pueden diferenciar diversas disciplinas:

1. Farmacologia primaria. Es el estudio de los efectos de un farmaco en relacidn con el resultado
deseado.

2. Farmacologia secundaria. Se centra en la determinacion e investigacion de aquellos efectos
alejados del objetivo.

3. Seguridad farmacoldgica.

La seguridad farmacoldgica es un campo cientifico cuyo objetivo es a prediccion de los efectos
adversos causados por un farmaco para poder determinar su nivel de peligrosidad. Se basa en la
investigacion preclinica antes de la fase | de pruebas en seres humanos, lo cual lo hace susceptible a
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adversidades como la incertidumbre de si los modelos preclinicos animales tendran un
comportamiento similar o si proporcionan detecciones exactas.

Entre los objetivos de la seguridad farmacoldgica se encuentran la proteccién de los efectos adversos
a los participantes voluntarios en ensayos clinicos de Fase |, la proteccién de los futuros pacientes y
la reduccidon maxima de riesgos tras el desarrollo y la comercializacidn del farmaco (Pugsley, Authier,
and Curtis 2008).

Los efectos farmacoldgicos se analizan en los sistemas de érganos primarios, entre los cuales se
encuentran el sistema nervioso central, el sistema cardiovascular y el sistema respiratorio. Asimismo,
existen otros sistemas cuyo estudio es de interés denominados sistemas secundarios, como el
sistema renal y el sistema gastrointestinal.

2.4.1. Efectos farmacoldgicos adversos en el sistema cardiovascular

El Torsade de pointes (TdP) es una arritmia taquicardica ventricular polimorfa potencialmente mortal,
la cual origina un alargamiento del intervalo QT junto con una variacién tanto en forma como en
amplitud del complejo QRS. La aparicidon de esta taquicardia esta relacionada con el suministro de
determinados farmacos que producian un bloqueo en los canales de potasio codificados por el gen
humano ether-a-go-go (hERG). El bloqueo hERG disminuye la componente rapida de la corriente de
rectificacion tardia (lx), una corriente saliente que contribuye a la repolarizacién, por lo que el
decremento se traduce en un retraso de esta fase, un alargamiento de la duracién del potencial de
accién cardiaco (APD), lo cual se refleja en la prolongacién del QT en electrocardiograma (ECG)
creando propension a la fibrilacién ventricular y a la muerte subita (véase Figura 11).

%

Drug JMWW—W’A
HERG Increased action QT Torsades de pointes
block potential duration, EADS, prolongation degeneraling to VF

and heterogeneity of
repolarization

Figura 11. Degeneracion del bloqueo hERG en taquicardia ventricular (TdP) (Roden and Viswanathan
2005).

Ademas de la Ix, también han sido relacionadas de forma destacable con la prolongacion del
intervalo QT a la corriente lenta de sodio (Ina) Yy a la corriente de calcio tipo L (lca). El aumento de
estas dos corrientes de entrada junto a la reducciéon de la corrientes de salida aumenta la
probabilidad de que la lca. pueda desencadenar latidos prematuros denominados EADs (Weiss et al.
2010).
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Los EADs (early afterdepolarizations) son despolarizaciones tempranas producto de la desaceleracion
de la repolarizacién, ya que al aumentar la corriente de entrada neta es posible superarla e invertirla,
siendo el inicio a nivel celular de los TdPs.

2.4.2. Iniciativa CiPA

La iniciativa CiPA (Comprehensive in vitro Proarrhythmia Assay) se centra en el analisis del efecto de
los farmacos sobre numerosos canales idnicos con la finalidad de conseguir un modelo informatico
predictivo de los riesgos que puede sufrir una célula miocdrdica humana, propuesta por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA).

De esta manera, esta iniciativa emprende una busqueda de una perspectiva estandarizada y
mecanicista de determinar las probabilidades de aparicién del TdP que mejore al modelo utilizado
actual

Esta compleja tarea ha sido dividida en cuatro lineas de estudio (Vicente et al. 2018):

1) Ensayos in vitro para la observacién los efectos farmacoldgicos en los canales iénicos de los
miocardiocitos. Fueron elegidos las siete corrientes iénicas con mayor influencia en producir
el potencial de accion: Ina, Inat, lcat, o, ks, lkr € lka.

2) Incorporaciéon de los efectos de multiples canales idnicos en un modelo informatico in
silico del cardiomiocito ventricular humano.
Esta linea de trabajo se centra en la creacidon de un modelo in silico capaz de reproducir los
procesos electrofisioldgicos de las células cardiaca que contribuya a la valoracién de riesgo
proarritmico.

3) Uso de cardiomiocitos procedentes de células madre pluripotentes inducidas por humanos.
Se centra en confirmacion de los descubrimientos en los ensayos in vitro e in silico y el
analisis de efectos imprevisibles.

4) Evaluaciéon de la respuesta de exposicion farmacoldgica en estudios clinicos en fase I. Se
realiza una investigacion con el fin de comparar y estudiar las disparidades entre la
electrofisiologia humana y los datos obtenidos mediante los ensayos preclinicos.

2.5. MODELADO ELECTRICO

Desde el comienzo de estudio de la electricidad, uno de los objetivos mas perseguidos ha sido la
comprension de su origen y comportamiento en los seres vivos. Persiguiendo este fin, surge el
concepto de modelado eléctrico celular, un conjunto de ecuaciones que aproximan las propiedades
eléctricas de células excitables.

2.5.1. Modelo eléctrico de los canales idnicos

El modelo eléctrico de un canal iénico individual viene dado por los siguientes términos:
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¢ La conductancia unitaria (ys): Mide la capacidad de conduccién de corriente eléctrica, siendo la
inversa de la resistencia. Depende del potencial de membrana (Vn) y de las concentraciones del
ion (S) que atraviesa el canal.

e El potencial de equilibrio (Es): Es el valor del potencial eléctrico de membrana para el cual se
equilibra el gradiente de concentracion de un ion (S), siendo la corriente neta que atraviesa la
membrana cero.

El potencial de equilibrio es calculado por la ecuacion de Nernst:

CR-T_[S], o)
Es =7 F "),

Siendo R la constante universal de los gases ideales, T la temperatura, Zs la valencia del ion (S)
gue se esta considerando, F la constante de Faraday y [S]e y [S]i las concentraciones idnicas
extracelular e intracelular respectivamente.

Tras conocer estos conceptos, los aplicamos a la Ley de Ohm:

AV =1-R, (3)

La ley de Ohm marca las relaciones entre voltaje (V), corriente (I) y resistencia (R,;), sosteniendo que
si existe una diferencia de potencial (4V) en un conducto, existiran corrientes eléctricas a través de
él.

Aplicando la ley de Ohm a la conductancia de un canal idnico se obtiene la ecuacién que describe el
comportamiento eléctrico de un canal idnico individual:

Iy = ys(V;y — Ey) (4)

INT £ 3§ EXT

+ Vv =

Es m'Ys:

INT | Vins [S] EXT

Figura 12. Modelo eléctrico de un canal iénico (Ferrero de Loma-Osorio 2019).
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El modelo eléctrico de una poblacidon de canales de un determinado ion (S) equivale al modelo
eléctrico de cada canal individual de la poblacidn dispuestos en paralelo (Figura 13).

MEM
XT Es

INT&E |
= 4

L=y [

PR

Figura 13. Modelo eléctrico de un conjunto de canales idnicos que
conforman una poblacion (Ferrero de Loma-Osorio 2019).

Es posible obtener una sola ecuacidn para toda una poblacién de canales mediante la agrupacion de
las ramas en paralelo en una sola rama equivalente que represente a la familia completa:

Iy = Gs(Vy — Ey) (3)

Siendo G; la conductancia de la poblacion de canales del ion (S), obtenida del producto de la
conductancia unitaria (y;) y el nimero de canales abiertos de la poblacién en ese instante de tiempo.

&h w G

Figura 14. Modelo eléctrico de una poblacién de canales idnicos (Ferrero de
Loma-Osorio 2019).

2.5.2. Modelo eléctrico celular

El modelado eléctrico de una célula considera distintos componentes celulares que intervienen en
sus propiedades eléctricas, representados por los siguientes elementos equivalentes conectados en
paralelo (Figura 15):

medio intracelular

I_,l I l T

Vv

TIT T [,

medio extracelular

m

Figura 15. Modelo eléctrico celular (Ferrero de Loma-Osorio 2019).
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Capacidad eléctrica de la membrana (Cm).

La membrana celular presenta es una bicapa lipidica de 80 A con propiedades eléctricas
equivalentes a un condensador con capacidad 1 uF/cm? (Plonsey and Barr 1988). Este
condensador origina una corriente que viene dada por la ecuacién:

I =Cp, — (6)

dV,

t
Las diferentes poblaciones de canales idnicos se presentan con su respectiva conductancia
(Gs) en serie con un generador de tensién con el valor del potencial de equilibrio (Es). Por
esta rama circula las corrientes generadas por cada familia de canales, calculada mediante la
ecuacion (5) tratada en el apartado anterior:

Is = Gg(V — E) ()

La fuente de corriente (lp;c) equivale a las corrientes producidas por otras proteinas de
transporte: las bombas idnicas, los intercambiadores y los cotransportadores.

Los circuitos eléctricos cerrados cumplen que la suma de corrientes entrantes a un nodo debe ser
igual a la suma de las corrientes salientes (19 Ley de Kirchhoff), es decir, el sumatorio de
corrientes que atraviesan un nudo debe ser 0, por lo que se obtiene la siguiente expresion:

av,
Cmd_;n-‘-ZGs(Vm_ES)-‘-Zlb,i,C+Istim=0 (7)

Siendo I, €l estimulo externo que disparara el potencial de accion.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS

El objetivo del presente estudio es analizar el impacto que poseen distintos fdrmacos sobre los
cardiomiocitos ventriculares humanos sanos y afectados por insuficiencia cardiaca en una busqueda
del progreso del conocimiento acerca de los desencadenantes de las arritmias cardiacas.

En particular, contribuir a la iniciativa CiPA mediante el modelado y la simulacién matematica de los
procesos electrofisiolédgicos mas significativos de las células cardiacas para la prediccién de Ia
Torsade de Pointes (TdP), una taquicardia ventricular que puede originarse como efecto adverso tras
la administracion de medicamentos. De esta manera, se pretende catalogar los fdrmacos en funcidn
de su peligrosidad, aportando informacion concluyente para la seguridad farmacoldgica.

Para logar la finalidad del trabajo, se plantea el desarrollo de una herramienta programada en
Matlab que lleve a cabo un conjunto de objetivos especificos que se exponen a continuacion:

e Simular la actividad eléctrica cardiaca mediante los modelos existentes de potencial de accién
ventricular humano O’Hara-Rudy y ToR-ORd.

e Realizacidon de simulaciones en las que se variaran los parametros idnicos de las células
ventriculares.

e Modelar y simular la electrofisiologia cardiaca en células con insuficiencia cardiaca partiendo
de los modelos computacionales base.

e Analizar la contribucidn de las corrientes idnicas en el potencial de accion vy el transitorio de
calcio del modelo celular afectado con insuficiencia cardiaca.

e Realizar un modelado del efecto farmacolégico en células ventriculares sanas y con
insuficiencia cardiaca.

e Procesary calcular los biomarcadores mas destacados a partir de las simulaciones realizadas.

e Desarrollar poblaciones de modelos que contemplen la variabilidad electrofisioldgica presente
en los seres humanos.
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CAPITULO 4. METODOS

4.1. MODELOS COMPUTACIONALES

Los modelos computacionales son herramientas que permitirdn el modelado y la simulacién de la
actividad eléctrica cardiaca a nivel celular, permitiendo el estudio y prevencién de los posibles
efectos proarritmicos que pueda provocar un farmaco, gracias a una comprension mas competa del
comportamiento de las corrientes idnicas.

Para lograr el objetivo de este trabajo se ha realizado la experimentacion y el andlisis mediante el
modelo bdsico de O’Hara-Rudy (ORd), el modelo O’Hara-Rudy modificado (ORdmJ) y el modelo de
ToR-ORd, los cuales nos permitiran reproducir de forma muy precisa el potencial de accién en
cardiomiocitos ventriculares humanos.

4.1.1. Modelo O’Hara-Rudy

El modelo de O’Hara-Rudy (ORd) es un modelo matematico del potencial de accién humano sano en
cardiomiocitos ventriculares capaz de simular un gran abanico de comportamientos
electrofisiologicos (O’Hara et al. 2011).

El modelo se compone de 41 variables de estado, 14 corrientes idnicas y 7 flujos obtenidas mediante
un sistema de ecuaciones diferenciales no lineales cuya formulacidn esta basada en el formalismo de
Hodgkin-Huxley.

El modelo ORd basico fue desarrollado a partir de datos de cardiomiocitos aislados provenientes de
hasta 140 corazones humanos, obtenidos mediante técnicas de patch-clamp; y su origen fue servir
como punto de partida para la obtencidn de datos en células no enfermas que contribuyeran
desarrollo del modelo in silico de CiPA.

La Figura 16 muestra una representacion esquematica del cardiomiocito ventricular humano en la
que se diferencian cuatro cdmaras: El mioplasma (Myo), compartimento que contiene el citoplasma
de la célula; la red sarcoplasmatica reticular (NSR), las uniones del reticulo sarcoplasmico (JSR) y el
subespacio (SS) que representa el espacio préoximo a los tubulos T.

.

Figura 16. Esquema del modelo de cardiomiocito ventricular

O’H tal. 2011).
(O’'Hara et a ) 18
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Este esquema incluye la representacion de los procesos idnicos que contribuyen al potencial de
accion, entre los cuales destacan las corrientes idnicas de sodio, calcio y potasio, intercambiadores
como el Na/Ca y bombas idnicas como la bomba Na/K. Asimismo se incluyen mecanismos que
influyen en el transitorio de calcio que interviene en la contraccién celular, como la bomba SERCA
(Jup)-

El modelo Ord sobresale por la reproduccidn de la sefial de CaMKII, por la obtencién de simulaciones
de farmacos bloqueantes y patologias, y la prediccion de arritmias mediante la eficiente
representacién de EADs, y se focaliza principalmente en la respuesta de la fase repolarizante.

4.1.1.1. Modelo O’Hara — Rudy modificado

Durante la realizacién del trabajo, se hizo uso del modelo O’Hara-Rudy modificado, abreviado como
ORdmJ, publicado por Llopis Lorente et al. (2020). Este nuevo modelo reformado parte del modelo
original de O’Hara-Rudy (ORd), y se propuso con el fin de perfeccionar el comportamiento
electrofisioldgico y ajustar los efectos farmacoldgicos obtenidos.

A continuacion, se presentan los cambios introducidos en el modelo ORd original (Llopis-Lorente et
al. 2020):

e Alteraciones en las conductancias de los canales correspondientes a las siguientes corrientes
idnicas: Ina, InaL, lcal, lkr, Iks € lk1 (Tabla 1) (Dutta et al. 2016). Este ajuste se realizd con el fin de
encontrar un acercamiento a los resultados obtenidos experimentalmente en células
cardiacas humanas sanas y en células con determinados canales bloqueados debido a la
accion de ciertos farmacos.

Conductancia Modificacion del factor de
ionica escala
Gna 40%
GnaL 227,4%
Geal 101,8%
Gir 111,9%
Gis 164,8%
Gk1 141,4%

Tabla 1. Alteraciones de las conductancias de los canales en el
modelo ORd modificado (ORdmJ) (Dutta et al. 2016).

e Modificacién de la corriente Ina. Se buscd alcanzar una mejor velocidad de propagacion
mediante la alteracidon de las compuertas de activacidn e inactivacion. Ademas, para
preservar los valores empiricos de la derivada maxima se disminuyd la conductancia de su
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poblacién de canales al 60%. A continuacién, se detallan las modificaciones de las
compuertas de activacidn e inactivacion de los canales de Na™:

ORd ORdm)J
1 1
mgs = —(v+39,57) mss = —(v+39,5749,4)
1+e 9871 1+e 7.5
1 1
hss = v+82,90 hgs = v+78,5
1+e 6,086 1+e 6,22
Jss = hss Jjss = Rss
1 _ 1
hssp = v+89,1 hSSp - v+78,5+6,2
1 + e 6,086 1+e 622

Tabla 2. Comparacion de las ecuaciones de las compuertas de activacién (mss) e
inactivacion (hss y jss) en estado estacionario de Iy, del modelo ORd original y
ORd modificado (ORdmJ) (Llopis-Lorente et al. 2020; Mora et al. 2017; Passini
et al. 2016).

De esta manera se obtuvo una respuesta del modelo modificado ORdmJ mas adecuada, pero al
mismo tiempo dentro de los rangos dptimos para poder considerarse valido.

4.1.2. Modelo Tomek et al. (ToR-ORd)

ToR-ORd es un modelo de potencial de accidn reciente que busca reproducir los procesos principales
de la electrofisiologia ventricular humana y el acoplamiento excitacién-contraccién, en corazones
sanos, patolégicos y tratados con determinados farmacos bloqueantes.

Como indica su nombre, ToR-ORd parte del modelo de O’Hara-Rudy (ORd), el cual, a pesar de ser
considerado uno de los modelos computacionales mejor ajustados a datos experimentales hasta el
momento, presentaba algunas incongruencias. Por ello, se desarrolla este nuevo modelo en base a
las siguientes reformulaciones(Tomek et al. 2019):

e Corriente de calcio tipo L (lcat)

La lca interviene directamente en el potencial de accidn y el transitorio de calcio intracelular.
Ord junto con otros modelos predecesores realizaban el cdlculo de la fuerza de difusion
iénica mediante la Ley de Nernst, método que fue sustituido en ToR-ORd por las ecuaciones
de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) y se reestructurd la corriente del subespacio (SS) hacia el
mioplasma.

Se consiguié una mejora en el comportamiento de la Ica y en la consistencia de la fase 2 del
potencial de accién, pues con el modelo ORd se obtienen valores del potencial durante la
meseta levemente superiores al valor conocido experimental que estd en torno a 20 mV.
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e Corriente de rectificacion tardia (lr)

La Ik es la corriente fundamental en la fase de repolarizacién del potencial de accién
ventricular.

Se reformulé la corriente basandose en el modelo de Markov de Lu-Vandenberg y mejora la
activacion de la corriente en el modelo ORd. Esta modificacion influyé en los resultados de
los cardiomiocitos con bloqueo de Ca*?, consiguiendo un ajuste mas adecuado en la duracién
del AP, ya que la disminucién de la corriente de calcio produce un acortamiento y en el
modelo ORd se obtenia un alargamiento no fisiolégico.

e Otras corrientes alteradas fueron: Ina, licajci, lcib € Ik

En la Figura 17 se observa la estructura del cardiomiocito ventricular compuesta de cuatro secciones
bien diferenciadas, de la misma manera que el diagrama celular del modelo ORd, con las
modificaciones realizadas plasmadas en naranja.

INa INaI( INaCa IKs

Figura 17. Esquema del modelo de cardiomiocito ventricular (Tomek et al. 2019).

4.2. SIMULACION DEL EFECTO FARMACOLOGICO

La administracion de determinados farmacos es potencialmente peligrosa, ya que algunos de sus
efectos pueden contribuir a la aparicién de arritmias, como la ya mencionada Torsade de Pointes
(TdP). El origen celular se encuentra en la asociacién y bloqueo de los canales idnicos cardiacos por
parte de las moléculas farmacoldgicas, una funcion ideada y efectiva en los farmacos directamente
implicadas en el tratamiento de arritmias, pero considerado un efecto adverso en aquellas con una
finalidad diferente.

El grado de bloqueo provocado por un medicamento es funcion de la afinidad de éste por una
determinada poblacidn de canales y de su concentracidn. Este hecho se puede ver reflejado en una
disminucién de las conductancias maximas de los canales, afectando, por tanto, a las corrientes
idnicas que los atraviesan y, consecuentemente, al potencial de accion.

Con el objetivo de estudiar y validar el efecto farmacoldgico en poblaciones de células ventriculares,
tanto sanas como patoldgicas, se analizan 28 farmacos seleccionadas por la iniciativa CiPA,
categorizadas en funcién de la propensién a provocar arritmias: alta, intermedia o baja (Colatsky et
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al. 2016). La idoneidad de estos farmacos recae en que han sido altamente investigados con
anterioridad, lo que permite disponer de informacién cientifica verificada sobre sus caracteristicas y
su comportamiento frente a las distintas poblaciones de canales conforme a los datos
experimentales.

Se simulardn los efectos farmacoldgicos de los distintos compuestos de CiPA mediante los modelos
computacionales ORdmJ y ToR-ORd, calculando el bloqueo producido y transfiriéndole el valor de los
factores de escala, que afectan a la conductancia original de cada poblacion de canales en funcidn
del medicamento. El método empleado para cuantificar el bloqueo o factores de escala es la
formulaciéon de la ecuacidn de Hill.

4.2.1. Ecuacion de Hill

El factor de escala es una variable que modificard el valor de la conductancia de una determinada
poblacién de canales simulando el bloqueo por accion del farmaco. Este se extrae utilizando la
ecuacion de Hill de la siguiente manera:

1

Gcanal,férmaco = h ' Gcanal (8)

1+ ( [C]férmaco )
[ICSO,canal]

En esta expresidon llamamos G a las conductancias, siendo Genal la conductancia del canal en
condiciones de control y Geanal, farmaco |a Nueva conductancia reducida tras la aplicacion del farmaco. En
cuanto al factor de escala que produce la reduccion, es funcidn de los siguientes pardmetros:

[Cltsrmaco €5 la concentracién del fadrmaco aplicado. Se expresa como un multiplo de la concentracién
plasmatica terapéutica libre efectiva (en inglés effective free therapeutic concentration, EFTPC), es
decir, la concentracion de farmaco que hay en la sangre.

[ICs0,canal] €S la concentracidon inhibitoria del 50% del canal. En estas cantidades la corriente que
atraviesa estos canales se reduce a la mitad. Es un parametro fijo obtenido experimentalmente que
caracteriza la capacidad de bloqueo que tiene cada farmaco en una poblacién de canales concreta. A
menores valores de 1Cso, mas potente es el farmaco. Por el contrario, si el ICsp es demasiado elevado
podria considerarse que no afecta a los canales.

Finalmente, h es el coeficiente de Hill, cuyo valor expresa el nimero de moléculas de fdrmaco que
son necesarias para bloquear un canal idnico.

Debido a que en este trabajo se estudia la cardiotoxicidad de los farmacos, los datos utilizados para
el cdlculo de las conductancias mediante la ecuacién de Hill han sido datos extremos dentro de los
posibles casos existentes, ya que se puede asumir que, si para valores limite de concentracion no hay
peligro, para otros tampoco lo habrd. Concretamente, las simulaciones de los 28 medicamentos
inducen bloqueos centrandose en los canales idnicos de las siguientes corrientes: Ina, Inat, lcat, lto, lkr,

Iks € Ika.
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4.2.2. Protocolo de estimulacidn y ejecucion de las simulaciones.

La totalidad de las simulaciones de este trabajo se efectuaron con una longitud del ciclo de
estimulacién (Cycle Length, CL) de 1000 ms, en otras palabras, con una frecuencia de estimulacion de
1 Hz. Asimismo, para cada una se realizaron 500 latidos dado que se comprobd que, a esa frecuencia,
a partir de 300 pulsos, se alcanzaba el régimen permanente.

4.2.2.1. Modelo O’Hara — Rudy.

En lo referente al software, el cddigo que conforma el modelo computacional de ORd se compone de
dos médulos: el médulo main y el médulo model.

El mdédulo main contiene el cddigo responsable de asignar datos de entrada, resolucion de las
ecuaciones diferenciales y obtencién de los datos de salida.

$X0 1is the vector

X0=[v nai nass ki

CL=1000;%*pacing cycl
beats=500; fnunber

options=[]:;%options for ode scolver

for n=[l:beats]
[time X]=odelSs (@model, [0 CL],X0,options,l):
Xo=X(size(X,1),:):

n %output beat number

end

Figura 18.Cédigo perteneciente al médulo main.

En este se imponen las condiciones iniciales de 41 variables de estado que, como se observa en la
Figura 18, conformaran el vector Xo, se selecciona la duracién de los latidos (CL) y el nimero de ellos
a los que se quiere estimular (beats). Las variables de entrada se pasaran al médulo model, el cual
modelara el comportamiento electrofisioldgico del miocito que se quiere simular, y se resolveran las
ecuaciones diferenciales mediante la funcién odel5s para la obtencidn de las variables de salida
siguientes para aquellos latidos que hayan sido guardados:

e Time: Vector tiempo.

e StateVars (X): Matriz cuyas columnas son cada una de las variables de estado y cuyas filas
son los valores de estas variables tomados en los distintos instantes temporales contenidos
en el vector Time.

Otros parametros de salida que pueden obtenerse son las corrientes y flujos que tienen lugar en el
cardiomiocito, que se obtendrian sin necesidad de resolver las ecuaciones diferenciales mediante la
funcidn odel5s.

En cuanto al médulo model, contiene el cédigo correspondiente con el modelado de los procesos y la
respuesta eléctrica celular cardiaca. Incluye los pardmetros variables e invariables implicados y las
ecuaciones matematicas que sirven para modelar desde el comportamiento de los canales idnicos
hasta las dindmicas idnicas de las corrientes (véase un ejemplo en la Figura 19).
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¥Calculate INa

INa=GNa* (v-ENa) *m"3.0% { (1.0-fINap) *h*j+LINap*hp*ip) :

Figura 19. Ecuacion de la corriente de sodio rdpida perteneciente al
modulo model.

Las variables de entrada imprescindibles para el modelo son la duracién del latido a simular (CL), las
condiciones iniciales de las variables de estado (Xo) y la etiqueta flag ode, un indicador de las
variables de salida del modelo en funcién de su valor. Como se muestra en la Figura 20, si flag_ode
tiene valor 1 se obtendran los vectores Time y X mediante la funcién odel5s en el médulo main, en

caso contrario, se devuelve el valor de las corrientes idnicas en ese instante.

Fout

if £

else

end

put th tate

the state vector when ode flag==1, and the calculated currents and fluxes otherwise

lag ode==1
output=[dv dnai dnass dki dkss dcai dcass dcansr dcajsr dm dhf dhs dj dhsp dip dml dhl dhlp da diF diS dap diFp diSp dd dff dfs dfcaf

output=[INa INal Itc ICal IKr IKs IKl INaCa_i INaCa_ss INaK IEb INab ICab IpCa Jdiff JdiffNa JdiffK Jup Jleak Jtr Jrel CaMKa Istim];

Figura 20. Codigo de las variables de salida proporcionadas por el médulo model.

4.2.2.2. Modelo Tomek et al.

En cuanto al software del modelo de Tomek et al. en este trabajo se utilizaron los siguientes

modulos:

Get Starting State. Es una funcidén que permite al usuario seleccionar el estado inicial que utilizara el
modelo simulado. Esta devuelve las condiciones iniciales de las variables de estado (Xo) en funcién
del modelo celular seleccionado: endocardico, epicardico o miocardico.

function X0 = getStartingState (modelCode)

$¥% Baseline ToR-ORd4

if (strcmp (modelCode,
X0=[-88.8691566357934,12.0959664765518

'Torord endo'})

end

if (strcmp {modelCode, 'Torord epi'))
X0=[-89.0154768721342,12.838260526981

end

if (strcmp (modelCode, Torord mid'})
X0=[-88.95%00806559588,14.986817064250
end

Figura 21. Cédigo perteneciente a la funcion Get Starting State

Model Runner. Es una funcién que establece los parametros definidos por defecto, y permite realizar
cambios en ellos mediante la descompresién de una estructura de parametros (parameters) que
contiene las modificaciones dadas por los usuarios. Por ejemplo, el cddigo de la Figura 22 muestra el
funcionamiento de model runner con el factor de escala que multiplicara la conductancia de los
canales de sodio rdpido. El valor por defecto del factor de escala serd 1, manteniendo la

conductancia maxima de los canales con condiciones normales. En caso de que la estructura
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parameters contenga un campo con el nombre ‘INa_Multiplier’ se le asignara a éste el nuevo valor
contenido en este campo.

% Current mmltipliers
INa Multiplier = 1;
if (isfield(parameters, 'INa Multiplier'))

INa Multiplier = parameters.INa Multiplier; end

Figura 22. Codigo perteneciente a model runner.

Una vez establecido el valor de todos los pardmetros, se le pasaran al médulo model ToR-ORd, para,
a continuacién, acabar devolviendo las variables de salida Time, X y parameters.

Model ToR-ORd. Al igual que en el modelo ORd, este mddulo es el nicleo de la simulacidn, donde se
modela mediante todas las constantes, variables y expresiones matemadticas necesarias la respuesta
eléctrica del cardiomiocito. La estructura del cédigo es muy similar a la de model de ORd, con las
mismas variables de entrada, salida y resolucién de las ecuaciones mediante la funcidon odel5s,
afiadiendo los pardmetros establecidos en model runner también como variables entrantes.

Get Currents Structure. Es una funcion que permite obtener una estructura llamada currents que
contiene todos los flujos y corrientes idnicas. Asimismo, también extrae otros parametros
importantes que nos son corrientes pero que son frecuentemente analizados como el vector de
tiempo Time, el potencial de membrana o la concentracion de calcio en el citosol.

4.2.3. Medida de biomarcadores

Los biomarcadores son indicadores numéricos medibles que se obtienen para caracterizar y estudiar
la respuesta de los distintos modelos computacionales. Se pueden extraer medidas de todo tipo que
contribuyan a decidir qué modelo reproduce mejor determinadas medidas, realizar ajustes que
mejoren la reproducibilidad y ayuden a obtener la mayor similitud posible con las propiedades
electrofisioldgicas experimentales en células humanas.

En este estudio se han considerado 16 biomarcadores para analizar distintas magnitudes
significativas, asi como el voltaje en la membrana del cardiomiocito (Figura 23) y la concentracién
idnica de calcio intracelular (Figura 24):

e Duracion del potencial de accion (APD). Mide el tiempo que transcurre desde el inicio del
potencial de accion, en el momento de maxima despolarizacién, hasta que se produce un
porcentaje de repolarizacion. Por ejemplo, el APDgy representa el tiempo que dura el
potencial de accion desde el inicio hasta el 90% de la repolarizacién total.

Se han realizado mediciones del APD a distintos porcentajes: APDgo, APDsgo, APDsg y APD3o

e Triangulacion APD. Mide la diferencia de duracién entre dos biomarcadores de APD a
diferentes porcentajes de repolarizacion. Se han obtenido las triangulaciones APDgoso Y
APDgo-30.

e Potencial de membrana en reposo (V;). Es el valor del voltaje e la membrana antes de
disparase el potencial de accion.
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e Potencial de pico (V,). Es el valor maximo que alcanza el potencial de membrana durante el
potencial de accién.

e Potencial pico-pico (Vpp). Mide la amplitud del potencial de accién y se calcula como la
diferencia del potencial maximo (V;) y el potencial de reposo (V).

. s av . L L . L .
e Pendiente maxima (d—;"méx). Mide la maxima variacion del voltaje o maxima derivada del

potencial de membrana respecto al tiempo. Ocurre en la fase de despolarizacién.
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Figura 23. Biomarcadores mds caracteristicos del potencial de accion y el transitorio de calcio, respectivamente.

e Duracion del transitorio de calcio (CTD). Mide el tiempo que transcurre desde el inicio de la
contraccion, hasta que se reestablece un porcentaje de la concentracion inicial de calcio. Por
ejemplo, el CPDg representa el tiempo que dura el transitorio de calcio desde el inicio hasta
que se recupera el 90%.

Se han realizado mediciones del CTD a distintos porcentajes: CTDgo, CTDgo, CTDso y CTD30

e Triangulacion CTD. Mide la diferencia de duracidon entre dos biomarcadores de CTD a
diferentes porcentajes. Se han obtenido las triangulaciones CTDgo.50 Y CTDso-30.

e Calcio sistdlico (Caj, sist). Parametro que indica el valor mas elevado de concentracién de
calcio. Ocurre durante la sistole o contraccién del musculo cardiaco.

e Calcio diastdlico (Ca;, giast). Pardmetro que indica el valor minimo de calcio intracelular tras la
repolarizacion del potencial. Ocurre durante la diastole o relajacién del tejido.

4.3. MODELO DE INSUFICIENCIA CARDIACA O HEART FAILURE

Tras tratar la metodologia mediante la que se simularan las caracteristicas electrofisioldgicas de los

cardiomiocitos ventriculares sanos, en este apartado se expone la metodologia utilizada para

modelar el potencial de accién en cardiomiocitos afectados por insuficiencia cardiaca.

En este TFG se emplearan dos modelos computacionales: HFORdmJ y HFToR-ORd.
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Gomez et al. (2014) presenté modificaciones

Parametro idnico Modificacion del factor de o ) )
escala en el modelo ORd original con el fin de simular
InaL 130% el fenotipo de insuficiencia cardiaca en las
ThL 180% células ventriculares, las cuales fueron
lto 40% adaptadas al modelo ORdmJ, obteniéndose asi
lka 68% el modelo HFORdmJ, propuesto por Llopis
Inak 70% Lorente 2018 (Tabla 1). Todos los factores de
Incx 175% | fri | . dificacié
J 50% escala sufrieron la misma modificacion,
jIERCkA 130% exceptuando aquél que afecta a la corriente
ea
CaMKa 150% de sodio lenta (Ina), que en el modelo de
Krel, ca 2 80% Gdémez tenia un valor de 180%.

Tabla 3. Remodelado iénico del modelo de insuficiencia cardiaca. El motivo por el cual se decidié reducir este

pardmetro en el modelo ORdmJ fueron,
fundamentalmente, que la corriente Iya. ya habia sufrido un incremento, teniendo un mayor
protagonismo (Llopis Lorente 2018). Ademas, los datos experimentales referidos a la conductancia
de los canales de sodio lento presentan rangos bastante amplios, estando el porcentaje escogido
incluido en ellos.

Dado que se concluyé que el modelo HFORdmJ consigue una mejor respuesta ante los efectos
farmacoldgicos que los modelos previos, en este trabajo se decidié aplicar las mismas modificaciones
observadas en la Tabla 1 al modelo de ToR-ORd original, obteniendo el segundo de los modelos
utilizados (HFToR-ORd).

4.4. POBLACION DE MODELOS

Los procesos fisiolégicos de los seres vivos presentan divergencias debido a las variaciones bioldgicas
existentes entre los organismos. Incluso entre individuos de la misma especie existen estas
diferencias en la fisiologia, las cuales pueden llegar a exteriorizarse como predisposicidon a distintas
patologias.

Hoy por hoy, no es demasiado conocido el motivo de la variabilidad electrofisioldgica entre los seres
humanos, cuyo entendimiento seria crucial para optimizar las predicciones, ya que ignorar la
diversidad existente en los datos experimentales contribuye a la pérdida de informacion significativa.
Por este motivo, se estudiard la respuesta electrofisioldgica de los cardiomiocitos ventriculares
mediante metodologia cimentada en la construcciéon y calibracién de poblaciones de modelos. Esto
implica que la misma simulacidon que se realizaba para una sola célula cardiaca, se realizara tantas
veces como individuos compongan la poblacién, con ligeras diferencias en propiedades idnicas en
cada una.

A continuacion, se describirdn los procesos de construccién y calibracién de la poblacién de 1000
modelos celulares:

La construccién consiste en elaborar una matriz constituida por factores de escala que modificaran
las conductancias originales que no tienen en cuenta la variabilidad. Esta matriz se genera de forma
aleatoria y estd acotada. Asi mismo, sigue una distribuciéon normal con media 1 y una desviacion
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estandar de 0,2. Con los factores de escala obtenidos, se generard la poblacion mediante los modelos
computacionales ORdmJ y ToR-ORd. Dado que la matriz estd conformada por factores de escala
obtenidos al azar, es posible que en algin modelo se produzcan combinaciones de conductancias no
fisiolégicas, en otras palabras, que no existen realmente porque no hacen viable el disparo del
potencial o se obtiene una duracidn demasiado prolongada o al contrario. Por esta razdn es
necesario realizar una calibracién de la poblacién.

Biomarcador Uds. Minimo  Maximo Referencias
APDgo (ms) 85 320 (O’Hara et al. 2011) (Britton et al. 2017) (Passini
et al. 2017)
APDsp (ms) 110 350 (O’Hara et al. 2011) (Guo et al. 2011) (Britton et
al. 2017)
APDgp (ms) 180 440 (O’Hara et al. 2011) (Guo et al. 2011) (Britton et
al. 2017)
APDogo.40 (ms) 50 150 (O’Hara et al. 2011) (Britton et al. 2017) (Passini
et al. 2017)
dv/dt (mV/ms) 150 1000 (O’Hara et al. 2011) (Britton et al. 2017) (Passini
et al. 2017)
V, (mV) 10 55 (O’Hara et al. 2011) (Guo et al. 2011)(Britton et
al. 2017)
V, (mV) -95 -80 (O’Hara et al. 2011) (Guo et al. 2011) (Britton et
al. 2017)
CTDso (mS) 120 420 (Coppini et al. 2013) (Passini et al. 2016)
CTDgo (mS 220 785 (Coppini et al. 2013) (Passini et al. 2016)
Ca;, sist (uM) 0,262 2,23 (Schmidt et al. 1998)
Ca;, diast (1M) - 0,40  (Schmidt et al. 1998)
Na* (uM) - 39,27  (Pieske etal. 2002)
AAPDg, con Iksal 90% (%) -54,4 62 (O’Hara et al. 2011)
AAPDy con Ik-al 70% (%) 32,25 91,94  (Grandi, Pasqualini, and Bers 2010)
AAPDgy, con Ix; al 50% (%) -5,26 14,86  (Jost et al. 2008)

Tabla 4. Rangos de los biomarcadores empleados para la calibracion.

La calibracién se basa en descartar aquellos modelos de la poblacidén que no cumplen con los valores
de los rangos experimentales. Se realiza mediante la mediciéon de determinados biomarcadores de
todos los modelos celulares y la comprobacion de que se encuentran incluidos en los intervalos que
se muestran en la Tabla 2. La mayoria de biomarcadores se obtienen a partir de la poblacion en
condiciones de control, exceptuando las variaciones de APDgo que se realizardn sobre la simulacién
de la poblacién con un bloqueo del 90%, 70% y 50% de las corrientes Ik, Ik € Ik1, respectivamente.

De esta manera es posible realizar la seleccidn de las simulaciones que cumplen con los criterios, que
seran los que conformaran la poblacidn sobre la que se realizaran los estudios pertinentes.

Tanto la construccién como la calibracion se realizd para el modelo ORdmJ y ToR-ORd, obteniendo
dos poblaciones de modelos que se emplearon para estudios del efecto farmacolégico en
condiciones normales y patoldgicas, concretamente en poblaciones afectadas con insuficiencia
cardiaca.
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y ANALISIS

En el siguiente capitulo se presentan los resultados obtenidos durante la elaboracién del trabajo.

Primeramente, se realizd una comparativa entre los modelos ORd (O’Hara-Rudy dynamic) (O’Hara et
al. 2011) y ToR-ORd (Tomek et al. 2019) a la hora de simular la electrofisiologia del ventriculo
cardiaco humano sano. A continuacién, se realiza un estudio de los efectos farmacoldgicos de 28
farmacos de CiPA en ambos modelos. Seguidamente se desempefa un andlisis de la respuesta de los
modelos celulares miocdrdicos con insuficiencia cardiaca. En dltimo lugar se muestra el efecto
farmacoldgico en poblaciones celulares sanas y con insuficiencia cardiaca, siendo capaces, asi, de
considerar la variabilidad que pudiese existir en cada una de sus simulaciones.

5.1. COMPARACION ENTRE MODELOS DE ORd y ToR-ORd

5.1.1. Estabilizacion

Previamente a la comparativa se realizd una comprobacion del nimero de latidos al que se estabiliza
el modelo ToR-ORd, de forma que se asegure que los latidos no varien de una simulacién a otra. Es
conocido que ToR-ORd se encuentra estabilizado para una frecuencia de 1 Hz en condiciones
normales. Sin embargo, es necesario constatar la estabilidad del modelo si se realizan modificaciones
en frecuencia o en ciertas conductancias. Por ello, se realizaron diversas simulaciones variando la
conductancia de la corriente lca. Yy se comprobd que a mayor ndmero de latidos simulados, mas
largos y mas similares eran los potenciales de accidn, pudiéndose considerar que a partir de 300
pulsos se conseguia una estacionariedad en la duracién del potencial de accion (APD).

5.2.1. Comparacion de las respuestas entre modelos

En este subapartado se procede a realizar una comparativa entre las respuestas de los modelos
basicos ORd y ToR-ORd en control a una frecuencia de estimulaciéon de 1 Hz o tiempo entre pulsos de
1000 ms (CL) y con una simulacidn de 500 latidos (en inglés beats), con el objeto de identificar las
diferencias mas significativas entre ambos modelos. Los distintos resultados del modelo ORd vendran
representados por una linea de guiones, mientras que los correspondientes al modelo ToR-ORd se
muestran con una linea continua.

En la Figura 24 se representan los potenciales de accidn y el calcio intracelular de los modelos ORd y
ToR-ORd superpuestos respectivamente.

Respecto al potencial de accién, se puede apreciar una morfologia considerablemente similar,
aunque encontramos leves variaciones dependiendo de la fase. Por un lado, las fases de
despolarizacién y de reposo son practicamente invariables. Es en la meseta donde se encuentra la
diferencia mas destacable, ya que el modelo ORd aumenta los valores del potencial en este periodo,
encontrandose la representacidon en ToR-ORd mejor ajustada.
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En cuanto al calcio intracelular, en ambos modelos también se asemejan en forma, pero la maxima
concentracién obtenida por ToR-ORd alcanza valores superiores, asimismo la recuperacién del calcio
es ligeramente mas rapida.

Potencial de accion

S0

Control

= = ORd
ToR-ORd

Potencial (mV)

500

ca™?(mMm)

0 100 300 500 700
Tiempo (ms)

Figura 24. Potencial de accion y transitorio de calcio en condiciones de
control para el modelo de ORd y ToR-ORd

A continuacion, se presentan siete corrientes fundamentales que contribuyen en la formacién del
potencial de accion (Figura 25).

Todas las corrientes siguen una trayectoria semejante en ambos modelos, siendo similar su
desarrollo a lo largo del eje x, aunque se observan disparidades destacables en el maximo alcanzado
por la corriente |y, . El aumento considerable de esta corriente en el modelo de ToR-ORd implica un
incremento de corriente saliente de potasio durante los primeros milisegundos tras la
despolarizacién, lo cual explica el mejor ajuste morfoldgico de la fase anterior a la meseta en este
modelo, donde ya se puede apreciar distinciones entre la fase 1 o repolarizacidn inicial y la fase 2 o
meseta.

Otra corriente cuya respuesta presenta diferencias sefialables es la Icai, siendo que en el modelo ToR-
ORd representa el flujo de iones que atraviesan los canales de calcio tipo L, siendo estos, no solo
iones Ca*?, sino también Na*y K*.

En ultimo lugar, la reformulacién de la corriente rapida de rectificacion tardia Ik presenta una mejor
concordancia con los estudios experimentales segun Lu et al., 2001.
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Figura 25. Corrientes ionicas principales que contribuyen a la formacion del potencial de accion, para el modelo de ORd y ToR-ORd.

Continuando con la comparativa de los dos modelos, se presentan los valores de los biomarcadores
fundamentales relacionados con el potencial de accién (Tabla 3) y el transitorio de calcio (Tabla 4):

BIOMARCADORES
CONTROL
Triang.
Modelo APDg APDsg APDgo-APDs Vop %max Vi Vo
(ms) (ms) (ms) (mV) (mV/ms) (mV) (mV)
ORd 267,89 | 208,02 59,87 128,06 258,66 -88,00 | 40,06
ToR-ORd 271,35 | 219,80 51,55 121,90 349,16 -88,96 | 32,94

Tabla 5. Biomarcadores relacionados con el potencial de accién de los modelos ORd y ToR-ORd.

El valor de los biomarcadores del potencial enfatizan su similaridad en cuanto a morfologia y
duracidon. Ambos comienzan con un potencial de membrana en reposo (Vr) practicamente idéntico,
el cudl evoluciona hasta alcanzar una repolarizacion al 90% al transcurrir alrededor de 270 ms. En
cuanto a las diferencias mas remarcables las podemos encontrar en aquellos pardmetros que miden
magnitudes cercanas a la meseta, asi como el valor maximo alcanzado (V,), que en Tor-ORd es unos 8

mV inferior que en la respuesta de ORd, lo que reafirma su sobreestimacién del potencial en la fase
2.
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Es destacable la disparidad de la pendiente maxima alcanzada en la despolarizacién de ambos
modelos, ya que es uno de los indicadores con mayor variacion, la cual no se consigue apreciar el la
Figura 19. Por tanto, conociendo que ambos potenciales de accion parten del mismo voltaje en
reposo, y sabiendo que el valor de pico alcanzado con Tomek es menor junto los valores de la
dV/dtmax son superiores, se concluye que la despolarizacién del modelo Tor-ORd tiene una mayor
velocidad.

BIOMARCADORES
CONTROL
Triang.
Modelo | CTDg | CTDsp | CTDgo-CTDso | Caisistslico | Caidiastslico
(ms) (ms) (ms) (nM) (nM)
ORd 565,08 | 232,95 332,12 367,27 85,73
ToR-ORd | 457,09 | 207,16 249,93 386,96 74,59

Tabla 6. Biomarcadores relacionados con el transitorio de calcio de los modelos ORd y
ToR-ORd.

De la misma manera la duracion del transitorio de calcio (CTD) apunta a una recuperacion mas rapida
qgue en el modelo de ORd. Asimismo, se obtiene que las concentraciones de calcio sistélico aumenta
en 20 nM en ToR-ORd.

5.2. EFECTOS FARMACOLOGICOS EN LOS MODELOS BASICOS

Tras tratar los resultados de los modelos en condiciones de control, se procede a estudiar la
incidencia de los efectos farmacoldgicos en los modelos de cardiomiocitos sanos a partir de 28
farmacos propuestos por la iniciativa CiPA (Tabla 5), de los cuales existen en la actualidad datos
farmacoldgicos, obtenidos de ensayos experimentales, fundamentales en las simulaciones realizadas.

Para la simulacién de los farmacos se utilizara el modelo modificado de O’Hara-Rudy (ORdmJ) debido
a que, las pequefias modificaciones que se afiadieron al modelo ORd original, permiten obtener una
respuesta mejorada tras la aplicacidon de estos compuestos. Por esta razén, de aqui en adelante se
hara uso de este modelo. En cuanto al modelo ToR-ORd, se continuard haciendo uso del modelo
original.
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Farmacos de entrenamiento y calibracion

Riesgo alto Riesgo Riesgo bajo
intermedio
Azimilide Astemizole Diltiazem
Bepridil Chlorpromazine Loratadine
Dofetilide Cisapride Metoprolol
Ibutilide Clarithromycin Mexiletine
Quinidine Clozapine Nifedipine
Vandetanib Domperidone Nitrendipine
Disopyramide Droperidol Ranolazine
Sotalol Terfenadine Tamoxifen
Pimozide Verapamil
Risperidone
Ondansetron

Tabla 7. Farmacos propuestos por la iniciativa CiPA (Colatsky et al.
2016).

De los 28 farmacos utilizados en este estudio, se decidié realizar simulaciones de 6 de ellos a
concentraciones de 1xEFTPC para extraer deducciones concluyentes. Se eligieron 2 farmacos de cada
categoria: lbutilide y Quinidinde (riesgo alto), Domperidone y Droperidol (riesgo intermedio) y
Nifedipine y Mexiletine (riesgo bajo).

Las curvas que se corresponden con las simulaciones en condiciones de control se representan con el
color negro, mientras que las curvas de color rojo representan simulaciones bajo los efectos de un
farmaco.

En primer lugar, se presentan las simulaciones del potencial de accién y transitorio de calcio de los
farmacos con mayor riesgo arritmogénico (Figuras 26 y 27). Estas se caracterizan por producir un
mayor cambio morfoldgico y una superior prolongacion de la duracion del potencial de accion (APD).
Ibutilide es considerado el fdirmaco mas peligroso pues obtuvo un alargamiento del APDg en valores
absolutos de 622,55 ms en ORdmJ y de 548,44 ms en ToR-ORd. Quinidine también muestra un
aumento considerable de su APD. En ambos farmacos de alto riesgo el modelo ORd reproduce una
prolongacion del APD superior al modelo ToR-ORd, siendo que en condiciones de control no existian
diferencias significativas entre los modelos.

Seguidamente se muestran las simulaciones correspondientes a los farmacos con riesgo intermedio
(Figuras 28 y 29). Es propio de los farmacos de esta categoria elevar el APD, pero de forma leve;
siendo el APDg de los componentes farmacoldgicos elegidos de 5 a 30 ms superior al APDgy en
control, aproximadamente.

Finalmente, se observa que los farmacos de bajo riesgo (Figuras 30 y 31) no producen efecto, es
decir, su respuesta es practicamente idéntica, e incluso se reduce la duracién del potencial.
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Figura 26. Efecto de Ibutilide en el potencial de accion y transitorio de calcio
para el modelo de ORdmJ y ToR-ORd.
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Figura 27. Efecto de Quinidine en el potencial de accidn y transitorio de
calcio para el modelo de ORdmJ y ToR-ORd.
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Figura 28. Efecto de Domperidone en el potencial de accidn y transitorio de
calcio para el modelo de ORdmJ y ToR-ORd.
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Figura 29. Efecto de Droperidol en el potencial de accion y transitorio de
calcio para el modelo de ORdmJ y ToR-ORd.
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Figura 30. Efecto de Nifedipine en el potencial de accion y transitorio de calcio
para el modelo de ORdmJ y ToR-ORd.
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Figura 31. Efecto de Mexiletine en el potencial de accidn y transitorio de
calcio para el modelo de ORdmJ y ToR-ORd.
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Junto con las simulaciones, han sido extraidos biomarcadores significativos tras la aplicacién de cada
uno de los 28 farmacos para los modelos de ORdmJ y ToR-ORd. Los valores representados en las
tablas 8 y 9 son los valores relativos, es decir, el porcentaje de aumento o disminucidon del
biomarcador afectado por el fdrmaco respecto a su valor en condiciones de control.

Estos pardametros sirven de indicadores para discriminar componentes farmacoldgicos
potencialmente torsadogénicos. Dado que la Torsade de Pointes (TdP) es una arritmia que modifica la
forma y alarga la duracién del AP, la triangulacidn APDg.50 €s considerada un biomarcador clave. Una
triangulacién APDso.50 elevada denota una repolarizacién mas alterada producida por un bloqueo en
los canales hERG y la consecuente reduccidon de la corriente rapida de rectificacion tardia (lk).
Podemos destacar que la triangulaciéon en el modelo ORdmJ tras la administracién de Ibutilide es un
294% superior y en el modelo de ToR-ORd un 101,8%, lo que corrobora su clasificacién como
farmaco de alto riesgo. Por otro lado, los efectos de mexiletine reducen ligeramente su valor un 7,2
% en ToR-ORd y un 3,5% en ORdmJ.

Las diferencias mas significativas entre los efectos farmacoldgicos sobre el modelo de ORdmJ y ToR-
ORd vienen destacadas en negrita en la Tabla 8 y Tabla 9, y se corresponden con los farmacos que
presentan un mayor riesgo proarritmico: lbutilide y Quinidine. Aparentemente, los compuestos
farmacolégicos mas peligrosos, que son aquellos que prolongan una mayor prolongacion en la
duracidon del PA, también son aquellos que acentuan las diferencias entre ambos modelos.
Principalmente se refleja en este alargamiento del APD, el cual se encuentra mds pronunciado en el
modelo de ORdmJ con un aumento del 136% del APDg con lbutilide y del 70,9% tras la
administracién de Quinidine, mientras que en ToR-ORd se incrementa un 102,1% y 49,3% con cada
farmaco respectivamente. Estas discrepancias en la duracién del potencial de cada modelo también
se ven reflejadas en el biomarcador de la triangulacion APDgg.5o antes mencionado, convirtiéndolo en
el valor mas distinto entre ambos modelos.

Por otro lado, la mayor divergencia respecto al transitorio de calcio entre los modelos es la variacion
del calcio sistdlico producida, también, por los farmacos con mds riesgo. Quinidine provoca un
aumento del 10,6% de la concentracién de calcio intracelular maxima en ORdmJ, mientras que en
ToR-ORd produce una reduccion del 2,2%.

Finalmente, cabe destacar que farmacos de bajo riesgo reducen el calcio sistdlico de forma mas
pronunciada en ToR-ORd, pues Nifedipine reduce un 31,4% su concentracion frente a una reduccion
del 23% en ORdmJ. Esto también se observa en el efecto de Mexiletine, aunque con menos
discordancia, con una disminucién del 13,5% en ToR-ORd y de 5,2 % en ORdmJ.
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FARMACOS

Vandetanib
Sotalol
Quinidine
Ibutilide
Dofetilide
Disopyramide
Bepridil
Azimilide
Terfenadine
Risperidone
Pimozide
Ondansetron
Droperidol
Domperidone
Clozapine
Clarithromycin

Cisapride

Astemizole
Verapamil
Tamoxifen
Ranolazine
Nitrendipine
Nifedipine
Mexiletine
Metropolol

Loratadine

Diltiazem

Chlorpromazine

APDso

29,9
3,1
70,9
136,4
1,6
7,3
12,2
10,6
1,4
0,2
1,3
5,4
2,9
13,1
2,6
0,5
2,2
3,5
0,8
9,0
0,7
8,4
-0,2
-3,2
-3,5
-0,9
0,0
0,5

APDso

27,3
2,9
57,3
97,8
1,4
6,7
11,4
10,0
1,2
0,2
1,2
5,0
2,7
12,2
2,5
0,5
2,0
3,2
0,8
8,3
0,7
7,4
-0,2
-3,6
-4,2
-1,1
0,0
0,4

Triang.

APDgso-APDso

40,4
3,7
126,2
294,0
2,4
9,7
15,5
12,9
2,0
03
1,6
7,2
3,7
16,9
3,3
0,6
3,2
4,8
1,0
12,0
0,9
12,4
-0,2
-1,7
-0,6
-0,3
0,0
0,9

CTDso

-1,4
0,3
3,7
22,8
0.2
0,0
-0,8
-0,8
0,0
0,0
-0,1
2,3
-0,2
-0,8
-0,2
0,0
0,0
-0,3
-0,1
-0,1
-0,1
-0,5
0,2
7,2
1,1
0,3
0,0
0,1

Caissistslico

12,2
1,4
10,6
5,0
-0,2
1,4
5,6
51
0,3
0,1
0,6
-6,9
1,2
5,9
1,2
0,2
0,3
1,5
0,4
2,1
0,3
3,3
-0,5
-23,0
-5,2
-1,3
0,0
-0,2

Cai diastslico

2,5
03
2,4
3,1
0,0
0,5
1,2
1,1
0,1
0,0
0,1
0,3
03
1,2
03
0,1
0,1
03
0,1
0,7
0,1
0,5
0,1
3,1
1,2
0,3
0,0

0,0

Tabla 8. Biomarcadores relativos correspondientes al efecto de 28 farmacos de CiPA en el modelo ORdmJ
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FARMACOS

Vandetanib
Sotalol
Quinidine
Ibutilide
Dofetilide
Disopyramide
Bepridil
Azimilide
Terfenadine
Risperidone
Pimozide
Ondansetron
Droperidol
Domperidone
Clozapine
Clarithromycin

Cisapride

Astemizole
Verapamil
Tamoxifen
Ranolazine

Nitrendipine
Nifedipine
Mexiletine
Metropolol

Loratadine

Diltiazem

Chlorpromazine

APDgo

24,4
2,4
49,3
102,1
1,5
5,0
9,7
8,1
0,9
0,2
1,0
4,0
2,2
10,2
2,0
0,4
1,9
2,8
0,6
6,7
0,6
4,2
-0,3
-3,2
-7,2
-1,8
0,0
0,2

APDso

22,7
2,2
40,7

102,2
1,3
4,2
8,9
7,5
0,7
0,2
0,9
3,7
2,0
9,3
1,9
0,4
1,7
2,4
0,6
5,9
0,5
2,8
-0,3
3,1
-8,5
2,1
0,0
0,0

Triang.

APDgo-APDso

31,7
3,2
86,2
101,8
2,1
8,1
13,0
10,7
1,8
0,2
1,4
5,3
3,1
14,2
2,8
0,5
2,9
4,4
0,8
10,2
0,8
10,3
-0,1
-3,5
-1,4
-0,5
0,0
0,8

CTDgo

-0,2
0,1
5,6
18,2
0,5
0,9
-0,3
-0,3
0,1
0,0
0,0
4,5
0,0
-0,3
-0,1
0,0
0,2
0,1
0,0
0,8
0,0
0,5
0,2
11,0
2,9
0,7
0,0
0,2

Caisistslico
10,4
1,3
-2,2
0,5
0,7
1,4
4,9
4,3
-0,2
0,1
0,5
12,5
0,9
4,8
1,0
0,2
0,0
1,2
0,4
-0,3
0,3
-1,2
-0,7
31,4
-13,5
-3,7
0,0
-0,8

Cai diastélico

1,6
0,2
0,2
-2,3
0,2
-0,1
0,8
0,7
0,0
0,0
0,1
-1,7
0,2
0,8
0,2
0,0
0,2
0,2
0,1
0,1
0,1
-0,3
-0,1
-5,8
-2,6
-0,7
0,0
-0,1

Tabla 9. Biomarcadores relativos correspondientes al efecto de 28 farmacos de CiPA en el modelo ToR-ORd.
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5.3. INSUFICIENCIA CARDIACA /HEART FAILURE

En el presente apartado se analiza la respuesta de los modelos HFORdmJ y HFToR-ORd, modelos que
simulan la electrofisiologia en los cardiomiocitos ventriculares con insuficiencia cardiaca a partir de la
adicién de las modificaciones sugeridas por Llopis Lorente, 2018; basadas en los cambios realiados
por Gomez et al., 2014.

Al igual que en las realizadas en condiciones de control, estas simulaciones se realizaron a una
frecuencia de estimulacién de 1 Hz o tiempo entre pulsos de 1000 ms (cycle length CL) y con una
simulacidn de 500 latidos (en inglés beats). Los resultados en condiciones de insuficiencia cardiaca
vienen representados por lineas de color rojo.

A escala celular, la insuficiencia cardiaca se manifiesta con un aumento en la duracién del potencial
de accién (Figura 32) y variaciones en las conductancias de los canales que redistribuyen las
concentraciones intracelulares de sodio y calcio, principalmente. Es ldgico observar alteraciones en el
transitorio de calcio dado que este ion es directamente responsable con la contraccidn y, esta
patologia suele deberse a diversas anomalias relacionadas con la disfucion contractil.
Fundamentalmente, se produce un decrecimiento del calcio sistdlico, un incremento del calcio
diastdlico y una recuperacidon mas lenta.

Potencial de Accion

50
Heart Failure
; == == ORdmJ control
e ToR-ORd control
E O0r = = ORdmJ HF
T = ToR-ORd HF
‘©
=
L 50r
o
o
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0 100 300 500 700
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Figura 32.Potencial de accion y transitorio de calcio en condiciones de
insuficiencia cardiaca para el modelo de ORdmJ y ToR-ORd.

En la Figura 33 se representan 9 de las corrientes idnicas mas afectadas por esta patologia, entre las
cuales destacamos la corriente de calcio a través de la bomba SERCA (Jy), cuya amplitud se ve
gravemente disminuida. Asi mismo, es importante sefialar que algunas corrientes responsables de la
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repolarizacién sufren un retraso, asi como la Ik y la Ik, que contribuyen al alargamiento de la
duracién del AP.

NaL
0 Na 0- 0 CalL
Heart Failure
-~ ORdmJ control
= ToR-ORd control
~~~~~~~~ ORdmJ HF
ToR-ORd HF
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o

Figura 33.Corrientes ionicas afectadas por insuficiencia cardiaca, para el modelo de ORdmJ y ToR-ORd

A continuacién, se presenta la Tabla 8, donde vienen recogidos los biomarcadores relativos
fundamentales correspondientes a los modelos HFORdmJ y HFToR-ORd. Es posible realizar una
comparativa con los datos experimentales que proporciona Walmsley et al. 2013, aunque ésta es de
forma aproximada, ya que los datos se tomaron a distintas frecuencias y en distintas condiciones. A
pesar de ello, siguen siendo una referencia del comportamiento electrofisioldgico de las células con

insuficiencia cardiaca.

En cuanto a la dindmica del calcio, tanto HFORdmJ como HFToR-ORd coinciden en disminucidn
pronunciada de concentracién de calcio sistdlico, siendo este valor maximo de Ca*? intracelular
reducido alrededor de un 44,4% (Walmsley et al. 2013). Asimismo, la duracién del transitorio de
calcio si se observa su recuperacion al 80% (CTDso) también presenta un aumento que oscila en torno
al 51,7% (Walmsley et al. 2013) en comparacién a una célula sana, siendo cierto que el transcurso de
la dindmica del calcio en HFToR-ORd sea mas acelerado que en HFORdmJ.
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BIOMARCADORES
HEART FAILURE
RELATIVOS %

Triang. Triang.

Modelo APDsgo | APD3o | APDsgo-APD3p | CTDgo | CTD3o | CTDsgo-CTD3o | Caisistslico | Cai diastslico

(ms) | (ms) (ms) (ms) | (ms) (ms) (mM) (mM)
HFORdmJ | 15,45 | 5,91 35,60 60,90 | 123,16 26,71 -51,78 -5,17
HFToR-ORd | 37,38 | 31,88 45,87 39,62 | 82,02 8,12 -44,08 1,63

Tabla 10. Biomarcadores relativos en condiciones de insuficiencia cardiaca de los modelos HFORdmJ y HFToR-ORd.

Respecto a los biomarcadores relacionados con el potencial de accién, el modelo HFORdmJ sufre un
alargamiento de su APDgy muy similar a los datos presentados por Walmsley et al. 2013, en torno a
una prolongacién de 19,7% (Walmsley et al. 2013). Sin embargo, teniendo en cuenta las diferencias
ya existentes entre ORd y ToR-ORd en condiciones de control, podemos considerar que existe una
discrepancia en la duracién del potencial (APDso) de HFToR-ORd, pues sufre un alargamiento muy
pronunciado. Su APDgg se ve aumentado el doble que lo establecido en los resultados de Walmsley.

Dado que el APDg se ve altamente incrementado, se planted que la modificacién del factor de escala
en la corriente Iya. no fuera el adecuado para representar la insuficiencia cardiaca en el modelo de
ToR-ORd. Por esta razon, se llevaron a cabo los siguientes andlisis y comprobaciones:

En primer lugar, se realizaron simulaciones y se extrajeron biomarcadores para el modelo HFToR-ORd
con un factor de escala del 120% y del 110% para los canales de Ina, en lugar del 130% empleado
originalmente. No se obtuvieron resultados concluyentes, ya que la duracion del potencial de accidn
continuaba altamente prolongada.

En segundo lugar, se efectué un anadlisis de contribucidn de las corrientes para comprender la
prolongacion del potencial de accién.

Finalmente, se realizd una revisidn bibliografica que permitiese aportar informacién de los rangos de
los factores de escala validados para simular la insuficiencia cardiaca en distintos modelos.

5.3.1. Andlisis de sensibilidad en insuficiencia cardiaca

Considerando que la disminucidn del factor de escala que modifica el valor de la corriente Ina €n
condiciones de insuficiencia cardiaca no mejord los valores de la duracién del potencial, se pretende
determinar las corrientes con mayor influencia en el alargamiento del APD mediante un analisis de
contribucion de las corrientes y comprobar si Ina. €s realmente la causa.

Se obtuvieron simulaciones del potencial de accidén y el transitorio de calcio en condiciones de
control, graficado en color negro; en condiciones de insuficiencia cardiaca, graficado en color rojo; y
una simulacidén graficada en azul, que representa la insuficiencia cardiaca mediante las
modificaciones necesarias en todas las corrientes exceptuando una, que se encuentra en condiciones
de control.
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Se hizo este andlisis para las corrientes Ina, Inat, lcat, INaca, INa, INak, lto, Ikr, ks, lk1 Y Jup. Sin embargo, las
p
graficas que se muestran a continuacién son aquellas cuya corriente en control presenta mas efecto.
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Figura 34. Andlisis de la contribucion de la corriente Ing. en el potencial de accion y en el

transitorio de calcio en condiciones de insuficiencia cardiaca en el modelo HFToR-ORd.
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Figura 35. Andlisis de la contribucidn de la corriente Inqca €n el potencial de accion y en el
transitorio de calcio en condiciones de insuficiencia cardiaca en el modelo HFToR-ORd
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Figura 36. Andlisis de la contribucion de la corriente J,, en el potencial de accion y en el
transitorio de calcio en condiciones de insuficiencia cardiaca en el modelo HFToR-ORd

Del analisis de sensibilidad se puede concluir que la contribucidn de la corriente Ina. (Figura 34), Inaca
(Figura 35) y Jup (Figura 36) son las mas significativas. La corriente lenta de sodio y la corriente de
intercambio Na*/Ca*? son las mayores participantes en la prolongacién del potencial de accién en
células con insuficiencia cardiaca, visto que al eliminar el factor de escala que modifica la
conductancia de sus canales en el modelo HFToR-ORd, el aumento del potencial se reduce a la mitad
de forma aproximada.

Por otro lado, la corriente Ca*? a través de la bomba SERCA (J,) es la que mas efecto tiene sobre la
dindmica del calcio, ya que los valores del calcio sistélico y su recuperacidn aumentan, y la
concentracién de calcio diastdlico disminuye, cuando se omite la remodelacién de SERCA en
insuficiencia cardiaca, lo cual se acerca a al comportamiento electrofisiolégico de una célula sana.
También la Inaca tiene un papel importante en el valor de calcio sistdlico celular, pues cuando ésta se
ve afectada por la patologia, la concentracion Ca*? se ve disminuida.

5.3.2. Remodelado en insuficiencia cardiaca

Tras el andlisis de sensibilidad, se ha realizado una revisidn bibliografica de los factores de escala que
intervienen en el remodelado de cada corriente entre numerosos articulos que publicaron modelos
de insuficiencia cardiaca en células ventriculares que han sido aceptados. De esta manera se resumié
en la Tabla 11 el abanico de valores de esto factores multiplicativos validados, incluidos en un
intervalo limitado por los valores maximo y minimo de cada factor utilizados de entre todos los
articulos sefalados.
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La busqueda se centrard Unicamente en modelos humanos, ya que su repuesta electrofisioldgica es
la mas similar a la buscada por el modelo HFToR-ORd. Esta recopilacion permite justificar los
porcentajes que se utilizan para modelar la insuficiencia cardiaca en el modelo ToR-ORd, incluido el
factor multiplicativo de la corriente Ina, debido a que todos ellos se encuentran comprendidos o
proximos en los rangos de los valores recogidos.

Parametros
del modelo HFToR-ORd Rangos Referencias
CaMK, 150% 150% (Gomez et al. 2014), (Trenor et al. 2012)
the 180% 200% (Gomez et al. 2014)
(Gomez et al. 2014), (Kubo et al. 2017), (Moreno et al.
InaL 130% [25%, 1200%] 2013), (Trenor et al. 2012), (Narayan et al. 2008),

(zhang et al. 2008)

(Gomez et al. 2014), (Kubo et al. 2017),

(Lu, Xia, and Zhu 2012),(Moreno et al. 2013) ,(Trenor
ho 40% [36%, 130%] et al. 2012), (Narayan et al. 2008), (Shannon, Wang,
and Bers 2005), (Walmsley et al. 2013), (Zhang et al.
2008), (Zlochiver 2010)

(Gomez et al. 2014), (Kubo et al. 2017),
(Lu, Xia, and Zhu 2012),

(Moreno et al. 2011), (Moreno et al. 2013),
(Priebe and Beuckelmann 1998),
(Shannon, Wang, and Bers 2005),

(Trenor et al. 2012), (Zhang et al. 2008),

Zlochiver 2010)
Gomez et al. 2014), (Kubo et al. 2017),

(

(

(Lu, Xia, and Zhu 2012),
(Moreno et al. 2011),
(
(
(
(

Ik 68% [32%, 80%]

Priebe and Beuckelmann 1998),

Shannon, Wang, and Bers 2005),

Trenor et al. 2012), (Walmsley et al. 2013)
Zhang et al. 2008), (Zlochiver 2010)

Inaca 175% [70%, 200%]

(Gomez et al. 2014), (Kubo et al. 2017),(Lu, Xia, and
Inak 70% [10%, 90%] Zhu 2012),(Moreno et al. 2013), (Trenor et al. 2012),
(zhang et al. 2008)

Jrel (jsrMidpoint) 80% 150% (Kubo et al. 2017)
(Gomez et al. 2014), (Moreno et al. 2011),
Jieak 130% [70% ,500%)] (Moreno et al. 2013),(Shannon, Wang, and Bers

2005), (Trenor et al. 2012)
(Gomez et al. 2014), (Kubo et al. 2017),
(Lu, Xia, and Zhu 2012), (Moreno et al. 2011),

Narayan et al. 2008), (Shannon, Wang, and Bers

Jup 50% [30%,200%] (
2005), (Trenor et al. 2012), (Walmsley et al. 2013)

Tabla 11. Factores de escala empleados en el modelo de insuficiencia cardiaca HFToR-ORd vs rangos de los
factores multiplicativos obtenidos mediante la revision bibliogrdfica de modelos de HF publicados
aceptados.
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5.4. EFECTO FARMACOLOGICO EN POBLACION DE MODELOS

Los cardiomiocitos sanos pertenecientes a una Unica especie y préximos en localizacidon presentan
caracteristicas analogas en su comportamiento electrofisiolégico, en otras palabras, el potencial de
accién y el transitorio de calcio. Pese a todo, se producen variaciones relevantes en cuanto a la forma
y transcurso de estos procesos entre individuos, conocida como variabilidad de una poblacién, lo cual
justifica una respuesta variable para cada cardiomiocito o persona individual.

El origen a nivel celular de esta variabilidad no estd totalmente determinado. Mediante Ia
construccion y calibracién de poblaciones de modelos se pretende considerar todas las respuestas
fisiolégicas posibles que se pueden dar tras la administracién de farmacos en poblaciones celulares
sanas y afectadas por insuficiencia cardiaca, con el fin de analizar y realizar una predicciéon lo mas
realista posible de la peligrosidad de estos compuestos.

5. 4. 1. Poblacién de modelos calibrada

Se generaron dos poblaciones de 1.000 modelos de cardiomiocitos ventriculares mediante ORdmlJ y
ToR-ORd mediante la elaboracion de factores de escala aleatorios que modificaran las conductancias
para representar la variabilidad existente. Cada simulacién se ejecuté a frecuencias de 1 Hz y tras
realizar 500 latidos. Tras la calibracién, la poblacién de modelos de ORdmJ disminuyé a 879 modelos
validos (Figura 37), mientras que la de ToR-ORd se restringié a 810 (Figura 38).

Poblacion calibrada ORdmJ

) Potencial de Accién 14X 107 Calcio Intracelular
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Figura 37. Potencial de accion y transitorio de calcio de la poblacion de modelos calibrada ORdmJ.
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Figura 38. Potencial de accidn y transitorio de calcio de la poblacién de modelos calibrada ToR-ORd.

Se puede observar claramente como en funcion del modelo la morfologia del potencial de accién
presenta una repolarizacion inicial o espiga mas ajustada, siendo el caso de la poblacién de modelos
en ToR-ORd, mostrada en la Figura 38, como ya se vio en las simulaciones unicelulares en control. La
variabilidad se ve representada fundamentalmente durante la fase de repolarizacion, que en ambas
poblaciones se presenta como una variacion de la duracién entre 200 y 440 ms aproximadamente.

En cuanto al transitorio de calcio, las variaciones significativas se encuentran en la concentracién de
calcio sistdlico alcanzada, que se mueven en un rango de 0,275-103 a 1,2:10° mM. La variabilidad
poblacional de ToR-ORd muestra una tendencia a incrementar el maximo de Ca*? alcanzado
teniendo en cuenta que el valor obtenido en la respuesta de un cardiomiocito individual en control
es de 0,387-10° mM. De igual manera ocurre en la dindmica del calcio correspondiente a la
poblacién de ORdmJ, que ademds presenta mayores valores alcanzados (de hasta 1,4:10° mM) y
alejados de la media de la poblacion.

5.4. 2. Efecto farmacolégico en poblacion con modelos base

Todas las variaciones entre modelos de una misma poblacidn reafirman la idea de que la variabilidad
origina alteraciones significativas en funcién del individuo, que pueden influir en los efectos que
presentan determinado farmacos o ciertas patologias en su comportamiento electrofisioldgico.
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Se ha simulado la respuesta de cada modelo de las poblaciones calibradas mencionadas tras la
aplicacion de tres farmacos seleccionados de entre los 28 compuestos de la iniciativa CiPA
empleados en este TFG: lbutilide, clasificado como el compuesto con mayor riesgo torsadogénico;
Droperidol, un farmaco de riesgo intermedio; y mexiletine, el farmaco menos peligroso. Se simulara
al igual que se simularon los efectos farmacoldgicos en modelos basicos: mediante bloqueo de poro
simple, aplicando la ecuacidn de Hill en las 7 corrientes que mas contribuyen al potencial: Ina, Inal, o,

Icat, lkr, Iks € Ika.

A continuacién, se presentan los resultados de la poblacién afectada por el fdrmaco en rojo junto con
la poblacién calibrada en condiciones de control en azul para realizar una mejor comparativa del
cambio producido

En referencia al farmaco lbutilide, en las Figura 39 y Figura 40 se observa un alargamiento muy
superior de la duracidn del potencial en comparacién a la poblacién en control, lo cual muestra
también el estudio de Passini et al. (2017) en farmacos de alto riesgo como Dofetilide y Flecainide, ya
gue aumenta la repolarizacién como consecuencia del bloqueo del canal hERG. Pero el efecto mas
destacable es la apariciéon de despolarizaciones tempranas (EADs) en ciertos modelos de ambas
poblaciones, hecho que no ocurre en simulaciones que no consideran la variabilidad. Este efecto
puede originar en la aparicién arritmias como la TdP, lo cual sirve de indicador de la potencial
peligrosidad de este farmaco. Este hecho también concuerda con resultados obtenidos por Passini et
al. (2017), donde la accién de farmacos peligrosos presentan irregularidades en la repolarizacién
causada por la elevada inhibicién de las corrientes Ik e Ina en medicamentos como Dofetilide y
Flecainidine, donde se aprecia un mayor impacto del efecto farmacoldgico en la poblacién in silicio
de los modelos AP humanos ya que se aplican a 10xEFTPC y 30xEFTPC respectivamente, lo cual es
légico pues es mas probable que a concentraciones mas altas se produzcan un mayor nimero de
anomalias.

En cuanto a los componentes farmacolédgicos de riesgo intermedio (Figura 41 y Figura 42) o bajo
(Figura 43 y Figura 44), la respuesta obtenida es mas predecible, ya que coincide con un leve
alargamiento de la duracién para Droperidol y una ligera disminucion del mismo para mexiletine,
comportamientos propios de la peligrosidad de cada uno. Si observamos el efecto producido por
farmacos de bajo riesgo tal y como se muestra con Verapamil en Britton et al. 2017, se pueden ver
similitudes en la respuesta obtenida por este modelo y los ensayos que obtuvieron en células
ventriculares humanas ex vivo: en ocasiones ciertos modelos presentan un acortamiento del APD y
no se han detectado EADs en la repolarizaciéon de ningin modelo.
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Figura 39. Efecto de Ibutilide en el potencial de accidn y transitorio de calcio de la poblacion de modelos de ORdmJ.
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Figura 40. Efecto de Ibutilide en el potencial de accion y transitorio de calcio de la poblacion de modelos de ToR-ORd
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Figura 41. Efecto de Droperidol en el potencial de accion y transitorio de calcio de la poblacion de modelos de ORdmJ.
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Figura 42. Efecto de Droperidol en el potencial de accion y transitorio de calcio de la poblacion de modelos de ToR-ORd.
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Figura 43. Efecto de Mexiletine en el potencial de accidn y transitorio de calcio de la poblacion de modelos de ORdmJ.
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Figura 44. Efecto de Mexiletine en el potencial de accion y transitorio de calcio de la poblacion de modelos de ToR-ORd.
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Con el fin de visualizar con mayor claridad el comportamiento de las dos poblaciones tras la
administracién de farmacos, a continuacién, se presentan los biomarcadores mas representativos del
efecto que tienen los tres compuestos farmacolégicos expuestos anteriormente. Los biomarcadores
APDgg, CTDg, Caisist Y Caidiast S€ muestran en valores absolutos mediante histogramas superpuesto en
condiciones de control y en tras aplicar uno de los farmacos, para realizar una mejor comparativa.

En referencia a la duracién del potencial de acciéon (APDg), aquellos modelos que presentaron las
despolarizaciones tempranas (EADs) han sido representados en la columna de 1000 ms, lo cual no
implica que la duracién de su potencial de accién vaya a durar esa cantidad de tiempo, sino que se
agruparon en ese valor como forma de visualizar qué proporcion de cardiomiocitos podrian originar
este precedente de la Torsade de Pointe.

Primeramente, analizaremos la Figura 45 y la Figura 46, correspondientes al Ibutilide. Respecto al
APDg, este medicamento causa una respuesta similar entre las dos poblaciones de modelos, es decir,
un alargamiento en torno a 600 ms. Es necesario puntualizar que la poblacién modelada con ORdmJ
tiene un numero destacablemente superior de modelos que presentan EADs.

En cuanto a la duracién de transitorio de calcio (CTDgo) se comienza a observar disparidades entre los
modelos: ambos aumentan el valor de este biomarcador, pero en la Figura 45 se aprecia que la
poblacién ORdmJ la mayoria de los modelos que concentran en valores cercanos a 700 ms, mientras
gue la poblacién de ToR-ORd incrementa menos estos valores y los modelos que la componen
presentan una distribucién mucho mas progresiva alrededor del valor central de 550 ms
aproximadamente.

Respecto al calcio sistdlico y diastélico, los cambios son poco significativos en ambos modelos puesto
que los histogramas estan practicamente superpuestos.

En segundo lugar, la Figura 47 y la Figura 48 muestra los efectos de Droperidol, que como farmaco de
riesgo intermedio presenta ligeros aumentos en todos sus biomarcadores, obteniendo una respuesta
practicamente idéntica entre ambas poblaciones.

Finalmente, Mexiletine reduce el valor de todos los indicadores como se aprecia, excepto la duracidn
del calcio transitorio (CTDso) que se incrementa levemente. La poblacién de ORdmJ y la poblacién de
ToR-ORd presentan resultados muy similares en lo histogramas tanto en el valor central o de la
mayoria de la poblacidon como en la distribucién, aunque los biomarcadores correspondientes a los
modelos de ToR-ORd se encuentran de forma sutil por debajo de los de la poblacién ORdmJ.
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En dltimo lugar, se obtuvieron el APDg y el calcio sistélico representados en diagramas de caja y
bigotes como valores relativos respecto a los biomarcadores en condiciones de control, es decir,
refleja el porcentaje de variacién de los valores con farmaco respecto a las condiciones normales.

En referencia a la duracidn del potencial de accidn (APDqg), el efecto producido por Ibutidile es el mas
destacable, pues es el que tien porcentajes mds elevados de prolongacién. En la Figura 51 se observa
mediana cercana a un incremento de un 140% en la poblacién de ORdmJ y un 120% en la poblaciéon
de ToR-ORd en la Figura 52. EI 50% de la poblacidon de modelos ORdmJ oscila entre una prolongacién
de 125% y 160%, mientras que en ToR-ORd entre 100% y el 130%. Ademds, los valores atipicos
vienen representados por estrellas de color rojo, y las que se encuentran en la parte superior
representan las prolongaciones mas peligrosas y las despolarizaciones tempranas (EADs) que se
originan en algunos modelos.

En comparacién con los farmacos Droperidol y Mexiletine, Ibutilide es el que produce una mayor
dispersion, lo que significa que los efectos en la poblacién son mas variables. Este hecho es
importante ya que muestra una mayor imprevisibilidad de las consecuencias y riesgos del
medicamento, pues es variable en funcién del sujeto.
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Figura 51. APDg relativo tras la administracion de Figura 52. APDy relativo tras la administracion de
farmacos en la poblacion de modelos ORdmJ. farmacos en la poblacion de modelos ToR-ORd.

En cuanto al calcio sistélico, las poblaciones presentan mayores diferencias entre ellas que en el APD.
Ibutilide actua sobre ellas de manera bastante simétrica, ya que ambas contienen aproximadamente
la mitad de los modelos que componen la poblacién sufriendo un aumento, y la mitad restante,
sufriendo una disminucién de la concentracion maxima de calcio intracelular. Los modelos de ToR-
ORd muestran una dispersion significativamente mayor, presentando mas variacion entre modelos,
sin embargo, ORdmJ alcanza porcentajes de incremento mayores en los valores anémalos.
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Por otro lado, Droperidol produce un incremento casi inapreciable de manera muy similar en ambas
poblaciones y Mexiletine produce una reduccion de este indicador algo mas notable, principalmente
en la poblacion de ToR-ORd, cuya mediana se encuentra en torno a una disminucién del 10% y el
75% de los modelos se reducen entre un 5% y 20%.
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Figura 53. Calcio sistélico relativo tras la administracion de Figura 54. Calcio sistdlico relativo tras la administracion de
fdrmacos en la poblacién de modelos ORdm.. farmacos en la poblacién de modelos ToR-ORd.

5.4.3. Heart Failure en poblacién de modelos base

En este apartado se presentan los resultados obtenidos tras aplicar las modificaciones producidas
por la insuficiencia cardiaca en la poblacion de modelos de ORdmJ y ToR-ORd. Se obtuvieron los
potenciales de accidn y el transitorio de calcio de las poblaciones en condiciones de control y en
condiciones patoldgicas estimulando cada una longitud de ciclo de 1000 ms y 500 latidos,
representado con lineas azules y rojas respectivamente.

La Figura 55 y la Figura 56 muestran una considerable prolongacién del potencial de acciéon cardiaco,
una notable disminucidn de calcio sistélico y un amento del diastélico, tal y como se podria esperar
tras observar el comportamiento electrofisiolégico del modelo de cardiomiocito Unico con
insuficiencia cardiaca.

Ambas poblaciones de modelos ilustran la variabilidad de las células cardiacas con esta patologia,
existiendo diferencias significativas con las poblaciones en condiciones en control, pero es
interesante puntualizar que existe una superposicién entre la poblacidn sana y la poblacién enferma.
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Figura 55. Potencial de accidn y transitorio de calcio en condiciones de insuficiencia cardiaca en la poblacion de modelos ORdmJ.
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Figura 56. Potencial de accion y transitorio de calcio en condiciones de insuficiencia cardiaca en la poblacién de modelos ToR-ORd.
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Como era de esperar, la poblacién de modelos ToR-ORd con insuficiencia cardiaca (Figura 56)
produce una prolongacidn superior a la poblacién ORdmJ. Lo que nos muestra la simulacién de la
poblacién de modelos ToR-ORd, que no mostré la simulacién celular individual, es que en un
pequefio nimero de modelos existe el riesgo de apariciéon de despolarizaciones tempranas (EADs).
Véase en la Figura 56 como la pendiente descendente de la fase de repolarizacion, de pronto, sufre
una despolarizacidon antes de llegar al potencial de reposo, originando una pendiente ascendente
que, tras unos momentos, volvera a repolarizar. Esto ocurre sin la administracién de ningun farmaco,
existiendo un riesgo de arritmia muy elevado. En cambio, en la poblacién de ORdmJ (Figura 55), a
pesar de contar con unos pocos mds modelos, ninguno de ellos sufre la aparicidon de EADs.

En comparacién con la poblacién de modelos obtenida por Walmsely et al. (2013) para un CL de 1500
ms, concuerdan a rasgos generales en cuanto a la prolongacién del APD y la disminucidn del calcio
maximo citosdlico en los cardiomiocitos con IC respecto a aquellos no patoldgicos. Sin embargo, la
prolongacion de la duracién del potencial de accién tanto en la poblacion de ORdmJ como en ToR-
ORd se encuentra en un rango superior, ya que la muestra de poblacidn con insuficiencia cardiaca de
Walmsley presenta su APDgo en un intervalo entre 223 ms y 486 ms. Por otro lado, el calcio sistélico
se reduce de manera menos pronunciada en los modelos estudiados en este trabajo, puesto que el
valor medio de la muestra de los modelos poblacionales del transitorio de calcio es de 0,158 - 1073
mM.

5.4.4. Efecto farmacologico en poblacidn de modelos con heart failure

Una vez estudiado el efecto farmacoldgico en poblaciones de cardiomiocitos sanos y el
comportamiento electrofisioldgico de las células cardiacas con insuficiencia cardiacas previamente a
la administracion de los fdrmacos, se procedera a realizar simulaciones que muestren la respuesta de
la terapia farmacoldgica en poblaciones de modelos con insuficiencia cardiaca.

Con el objetivo de observar las diferencias entre la respuesta de las células con insuficiencia cardiaca
sin tratamiento farmacoldgico y tras la aplicacidon de farmacos, se presentan simulaciones de las
poblaciones de modelos en estas condiciones: representado en azul, la poblacién con heart failure en
ausencia de medicamentos y, representado en rojo, la poblacidn con heart failure en presencia de un
farmaco.

De estos resultados se puede destacar que los fdrmacos incrementan de forma evidente su riesgo
arritmogénico en modelos celulares patoldgicos. La Figura 58 muestra el efecto de Ibutilide sobre la
poblacién de modelos ORdmJ con insuficiencia cardiaca. A pesar de que esta poblacién no
presentaba EADs en ausencia de farmacos, tras la administracién de Ibutilide aparecen numerosos
modelos que presentan EADs, lo cual concuerda con los resultados obtenidos al aplicar este farmaco
en poblaciones de modelos sanas (Figura 39), pero el aumento de peligrosidad se ve reflejado en que
los EADs ya no se originan de manera individual, si no que aparecen multiples EADs en cada modelo.

En la Figura 59 el Ibutilide origina respuesta semejante en la poblacién de ToR-ORd, pero mucho mas
extrema. La aparicién de multiples EADs ocurre con tanta frecuencia en tantos modelos que se hace
indistinguible la forma de los potenciales de accidn. Este hecho indica casi con total seguridad que se
producird un alargamiento del intervalo QT en el electrocardiograma que degenerard en la
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taquicardia Torsade de Pointe. Ademds, tanto la poblacién de ORdmJ como la de ToR-ORd sufren
desordenadas oscilaciones durante la recuperacién del transitorio de calcio, lo cual contribuya a un
empeoramiento de la disfuncién contractil y, por tanto, de la insuficiencia cardiaca. Se puede
destacar que la respuesta de los farmacos se ve agravada tras administrarse en células con IC, ya que
en el modelo de ToR-ORd con esta patologia aparecen anomalias en la despolarizacidn tras aplicar
Ibutilide a una concentracién de 1xEFTPC, de forma muy similar a la que se observaron en Passini et
al. (2017), tras aplicar a una poblacién de modelos sana Flecainide (un farmaco de alto riesgo) a altas

concentraciones (30xEFTPC). ORdmJ
60 - Potencial de Accion 5 »><10'4 Calcio intracelular
" =
40 — Ibutilide en HF

Potencial (mV)
)
o

0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Tiempo (ms) Tiempo (ms)

Figura 58. Efecto de Ibutilide en la poblacion de modelos ORdmJ en condiciones de insuficiencia cardiaca.
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Figura 57. Efecto de Ibutilide en la poblacion de modelos ToR-ORd en condiciones de insuficiencia cardiaca.
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En cuanto a los farmacos de riesgo intermedio (Figura 59 y Figura 60) y bajo riesgo (Figura 61 y Figura
62) se observan efectos comparables a los que ocurrieron en cardiomiocitos sanos. Si bien es cierto
gue se originan EADs simples en algunos modelos de la poblacién, esto no se deberia a la accién del
propio farmaco, sino a la existencia previa de estas despolarizaciones tempranas en esos modelos
debido a la insuficiencia cardiaca.
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Figura 60. Efecto de Droperidol en la poblacion de modelos ORdmJ en condiciones de insuficiencia cardiaca.
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Figura 59. Efecto de Droperidol en la poblacion de modelos ToR-ORd en condiciones de insuficiencia cardiaca.
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Figura 61. Efecto de Mexiletine en la poblacion de modelo ORdmJ en condiciones de insuficiencia cardiaca.
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Figura 62. Efecto de Mexiletine en la poblacion de modelo ToR-ORd en condiciones de insuficiencia cardiaca.
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CAPITULO 6. CONCLUSION

En este trabajo de final de grado se ha analizado el efecto de diversos farmacos sobre cardiomiocitos
ventriculares humanos sanos y afectados por la insuficiencia cardiaca mediante modelado vy
simulacidn computacional. Con este fin, se realizaron simulaciones de la actividad eléctrica de las
células cardiacas mediante los modelos existentes de O’Hara et al. y Tomek et al. en condiciones de
control.

El andlisis de sensibilidad para el modelo de ToR-ORd con insuficiencia cardiaca (HFToR-ORd) mostrd
que, ademas de la Ik, la cual es una corriente cuyo bloqueo es conocido como gran responsable de la
prolongacion de la fase de repolarizacion, el bloqueo de la corriente de sodio lenta (Ina) y la corriente
del intercambiador Na*/Ca*? (Inaca) son otros dos grandes contribuyentes al aumento de la duracién
del potencial de accién. Este comportamiento permite deducir que no todos los farmacos que
bloguean la Iy son necesariamente proarritmicos, ya que el tiempo de repolarizacién esta sujeto al
equilibrio entre las corrientes de despolarizacién y repolarizacidn, es decir, el riesgo real se produce
cuando existe la posiblidad de que las corrientes de entrada generen despolarizaciones tempranas
(EADs), siendo que los farmacos que reduzcan las corrientes salientes de K* como la Ik, aunque
afecten a la repolarizacidn, pueden no degenerar en Torsade de Pointe a causa del bloqueo de las
corrientes entrantes de Na* y Ca*2. En cuanto al transitorio de calcio, se ha comprobado que la Jserea
es el flujo mas significativo en la reduccidn del calcio sistdlico y, por tanto, una de las causas mas
importantes de la disfuncién contractil de la IC.

Se desarrollaron poblaciones de modelos sanas y afectadas por IC a las que se les aplico el efecto de
distintos farmacos para considerar la variabilidad electrofisiolégica entre distintos cardiomiocitos
ventriculares humano. Este andlisis ha permitido resaltar que no existe una respuesta estandarizada
para sujetos que pertenecen a una misma especie, no obstante, tanto en la poblacién de ORdm)
como en la de ToR-ORd, a 1xEFTPC los farmacos de mayor riesgo, proarritmico, como lbutilide,
provocan un notable alargamiento en el APD en todos los modelos y tienen mayor tendencia a
generar anomalias en la repolarizacion como las despolarizaciones prematuras; los farmacos con
riesgo intermedio, como Droperidol, producen una prolongacién menos significativa; y los de bajo
riesgo, como Mexiletine, no afectan o incluso acortan la duracién del potencial. Asimismo, no solo
existen discrepancias entre el efecto farmacoldgico los modelos de una poblacién sana, sino que la
peligrosidad de estos compuestos se agrava en los modelos patoldgicos con insuficiencia cardiaca,
siendo el modelo poblacional de ToR-ORd el que predice escenarios mas extremos.

Respecto a los modelos computacionales ORd y ToR-ORd cada uno de ellos tiene sus fortalezas y sus
debilidades pero, es necesario resaltar que ToR-ORd presenta una morfologia mas ajustada, lo cual
repercute en los diferentes andlisis estudiados en este trabajo. Asimismo, el modelo de ToR-ORd fue
desarrollado para optimizar las inconsistencias del modelo ORd y mejorar su respuesta bajo bloqueo
farmacolégico y en ciertas patologias. Por este motivo, los resultados de ToR-ORd se podrian
considerar mas fiables, pero su validacién es compleja debido a la escasez de experimentos
equiparables a las simulaciones realizadas y que consideren la variabilidad inter-individuo.

Por todo ello, se piensa que el desarrollo de esta herramienta puede contribuir en las predicciones
de posibles efectos peligrosos en la produccidn de futuros medicamentos ajustandose a las distintas
condiciones electrofisioldgicas y/o patoldgicas.
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1. INTRODUCCION

El presupuesto realiza una estimacion los costes del trabajo realizado que, por su caracter, incluye los

siguientes tipos:

Coste de mano de obra.
Coste de hardware.
3. Coste de software.

Los costes de hardware y software se calcularan teniendo en cuenta la amortizacidon de cada

elemento siguiendo la siguiente férmula:

Coste imputable en ausencia de IVA =

Tiempo de uso

. ——— x CostesinlIVA
Tiempo de vida util

2. PRESUPUESTO DETALLADO

2.1. COSTE DE MANO DE OBRA

(9)

En el siguiente apartado se precisan los costes de personal, es decir, las personas que han trabajado y

desarrollado el proyecto. A continuacién, se presenta brevemente a cada una de ellas junto su

titulacién y su cometido en este TFG:

e Beatriz Ana Trénor Gomis: Doctora Ingeniera Industrial. Tutora principal, encargada de la

direccion y supervisidn del proyecto, junto con la correccidon del mismo. Principalmente la

parte tedrica.

e Jordi Llopis Lorente: Estudiante de doctorado, graduado en el Grado de Ingenieria Biomédica

y Master en Ingenieria Biomédica.

Co-tutor, encargado de la supervisién de trabajo y

asistencia en la parte practica, que se corresponde el cddigo de la programacién de los

modelos computacionales.

e Sara de Scals Carmona: Estudiante del Grado de Ingenieria Biomédica. Encargada de la

modificacion de los cddigos, la ejecucién de las simulaciones y el andlisis de los resultados.

N2 Mano de obra Coste unitario Horas Total
1 Ingeniero biomédico junior 15 €/h 300 h 4,500 €
2 Doctor Ingeniero tutor 25€/h 32h 800 €
3 Ingeniero co-tutor 20 €/h 32h 640 €

Total mano de obra: 5.940 €

Tabla 12. Coste desglosado de la mano de obra.
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En la Tabla 12 se encuentran desglosados los costes debidos a la remuneracién de los usuarios que

intervinieron en el proyecto. Los costes unitarios dependen de la categoria o titulacidn del personal.

2.2.

COSTE DE HARDWARE

En este apartado se detallan los costes asociados con el material electrénico fisico empleado
mediante el calculo del coste imputable segun la formula (10).

Uso
Ne Equipo / Hardware CostesinIVA  Cantidad T Coste imputable sin IVA
Vida util
Ordenador portatil Lenovo Yoga
1 530-141KB i5-8250U 14" 750 € lu 7/60 meses 87,5€
2 Disco duro externo 1,5 Tb 86 € lu 7/96 meses 6,27 €
Total hardware: 93,77€
Tabla 13. Coste imputable sin IVA desglosado del hardware.
2. 3. COSTE DE SOFTWARE

El coste de software engloba los costes de programas informaticos utilizados para llevar a cabo el

proyecto. A continuacién, se detallan aquellos que fueron utilizados y su funcién:

Windows 10 (Microsoft Corporation, Redmond (WA), EEUU): Sistema operativo del
ordenador empleado. *Coste englobado en el precio de compra del ordenador.

Microsoft Office 365 (Microsoft Corporation, Redmond (WA), EEUU): Paquete de programas
informaticos aplicaciones que realizan tareas ofimaticas, con la que se realizé la redaccién

del trabajo.

Matlab 2019Ra (TheMathWorks Inc., Natick (MA), EE. UU.): Programa utilizado para
desarrollar y modificar el codigo de los modelos computacionales, y realizar y graficar las

simulaciones.

Uso

N2  Programa / Software  Coste sin IVA Cantidad — - Coste imputable sin IVA
Duracion licencia
Windows 10 119,99 € lu 7/60 meses *0,00 €
Microsoft Office 365 69 € lu 7/12 meses 40,25 €
3 Matlab 2019 Ra 800 € lu 7/12 meses 466,67
Total software: 506,92 €
Tabla 14. Conste imputable sin IVA desglosado del software.
2.4. COSTE TOTAL

El coste total del proyecto es la suma del coste de mano de obra junto con el coste de hardware y

software, a los que se le debe aplicar el Impuesto sobre el Valor Afiadido (IVA) de un 21%.
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N2  Tipo de costes Coste imputable sin IVA Coste imputable con IVA
Mano de Obra 5.940 € 7.187,4 €
Hardware 93,77 € 113,46 €

3 Software 506,92 € 613,37 €

Presupuesto Total: 7.914,23 €

Tabla 15. Coste total del proyecto.

Finalmente, se concluye con que el presupuesto total del proyecto tendra un coste de 7.914,23€.
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