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Resumen

En la primera parte de este trabajo, se ha desarrollado un programa informatico capaz de
simular el efecto que tiene el uso de un farmaco voltaje-dependiente sobre la actividad eléctrica
de una célula cardiaca excitable teniendo en cuenta la dependencia de dicho efecto con el
potencial de membrana celular. Aunque los ejemplos utilizados para ilustrar el funcionamiento
del programa corresponden a células cardiacas, el programa seria igualmente valido para
ensayos in silico del efecto de farmacos sobre otro tipo de células excitables tales como
neuronas o miocitos del musculo esquelético.

El primer objetivo del programa es aplicar un nuevo modelo de estimacion del factor de bloqueo
de una corriente idénica que se ha desarrollado para tener en cuenta su dependencia con el
voltaje en el caso del uso de un farmaco voltaje-dependiente. Este nuevo modelo busca, por un
lado, mejorar el método convencional que no tiene en cuenta la dependencia del factor de
bloqueo con el voltaje, y, por otro, presentar un coste computacional menor que el de los
modelos de Markov.

El segundo objetivo del programa es aplicar esta nueva estimacion del factor de bloqueo a un
modelo de simulacién de la actividad eléctrica de una célula excitable para asi mejorar la
aproximacién del efecto que tiene el uso de un farmaco voltaje-dependiente dado sobre el
comportamiento eléctrico de dicha célula. Asi, este nuevo programa informatico pretende ser
una nueva herramienta que ofrecer a las empresas farmacéuticas para mejorar el estudio del
efecto de nuevos farmacos voltaje-dependientes sobre la actividad eléctrica de las células que
presenten canales idnicos alterados por el farmaco y asi aumentar la fiabilidad de las
simulaciones computacionales previas al ensayo clinico.

En la segunda parte de este trabajo, se ha realizado un estudio comparativo entre el nuevo
método de estimacion del factor de bloqueo y el método convencional al emplear un farmaco
voltaje-dependiente. Asi, se ha estudiado si emplear el nuevo método mejora los resultados
obtenidos en el sentido de que se aproximen mas a los datos experimentales, obteniéndose
resultados prometedores que deben ser estudiados con mayor profundidad.

Palabras clave: factor de bloqueo, canal idnico, corriente Ig,, canal hERG, farmaco voltaje-
dependiente, bloqueo voltaje-dependiente, modelo de simulacion, Patch-Clamp, potencial de
accion, APDgyg, Promethazine, Desipramine.



Resum

A la primera part d’aquest treball, s’ha desenvolupat un programa informatic capag de simular
I'efecte que te I'Gs de un farmac voltatge-dependent sobre I'activitat eléctrica d’una cél-lula
cardiaca excitable tenint en compte la dependéncia de dit efecte amb el potencial de membrana
cel-lular. Encara que els exemples emprats per il-lustrar el funcionament del programa
corresponen a cel-lules cardiaques, el programa seria igualment valid per assajos in silico de
I’efecte de farmacs sobre altre tipus de cél-lules excitables com neurones o miocits del muscul
esqueletic.

El primer objectiu del programa es aplicar un nou model d’estimacid del factor de bloqueig d’una
corrent idnica que s’ha desenvolupat per tindre en compte la seua dependéncia amb el voltatge
en el cas d'utilitzar un farmac voltatge-dependent. Aquest nou model busca, per un costat,
millorar el metode convencional que no té en compte la dependéencia del factor de bloqueig
amb el voltatge i, per altre, presentar un cost computacional menor que el dels models de
Markov.

El segon objectiu del programa es aplicar aquesta nova estimacié del factor de bloqueig a un
model de simulacié de I'activitat electrica d’una cel-lula excitable per millorar I’aproximacié de
I’efecte que té I'Gs d’'un farmac voltatge-dependent donat sobre el comportament eléctric de
dita cel-lula. Aixi, aguest nou programa informatic pretén ser una nova ferramenta que oferir a
les empreses farmacéutiques per millorar I'estudi de I'efecte de nous farmacs voltatge-
dependents sobre I'activitat eléctrica de les cél-lules que presenten canals ionics alterats pel
farmac i aixi augmentar la fiabilitat de les simulacions computacionals prévies a I'assaig clinic.

A la segona part d’aquest treball , s’ha realitzat un estudi comparatiu entre el nou metode
d’estimacio del factor de bloqueig i el metode convencional quan s’utilitza un farmac voltatge-
dependent. Aixi, s’ha estudiat si emprar el nou metode millora els resultats obtinguts en el sentit
de que s’aproximen més a les dades experimentals, obtenint resultats prometedors que deuen
ser estudiats amb major profunditat.

Paraules clau: factor de bloqueig, canal ionic, corrent Ig., canal hERG, farmac voltatge-
dependent, bloqueig voltatge-dependent, model de simulacié, Patch-Clamp, potencial d’accid,
APDgyq, Promethazine, Desipramine.



Abstract

At the first part of this work, a software has been developed in order to simulate the effect that
a voltage-dependent drug has on the electrical activity of an excitable cardiac cell regarding the
dependency of that effect with the cell membrane potential. Despite the examples that has been
used to show the program performance belong to cardiac cells, the program would be also valid
for in silico trials to test the effect of drugs on other type of excitable cells as neurons or skeletal
muscle myocytes.

The first goal of the software is to apply the new estimation model of the blocking factor of an
ionic current that has been developed in order to consider its voltage dependency when using a
voltage-dependent drug. On the one hand, this model seeks to improve the conventional
method that disregards the voltage-dependency of the blocking factor and, on the other hand,
to present a lower computational cost than the Markov models.

The second aim of the software is to apply this new estimation of the blocking factor to an
electrical activity simulation model of an excitable cell in order to improve the approach of the
effect that a given voltage-dependent drug has on the electrical behaviour of the cell. Thus, this
new software intends to be a new tool to offer to pharmaceutics companies in order to improve
the study of the effect that new voltage-dependent drugs have on the electrical activity of the
cells with ionic channels disturbed by the drug and thereby increase the reliability of the
computational simulations previous to the clinical trials.

On the second part of this work, a comparative study between the new blockade factor
estimation method and the conventional method when using a voltage-dependent drug has
been performed. Thus, it has been studied if using the new method improves the obtained
results checking if they are closer to the experimental data than the results obtained when using
the conventional method, obtaining promising results that should be studied in depth.

Key words: Blockade factor, ionic channel, I, current, hERG channel, voltage-dependent drug,

voltage-dependent blockade, simulation model, Patch-Clamp, action potential, APDqy,,
Promethazine, Desipramine.
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1. Motivacion

En los ultimos afos, la simulacién computacional se ha convertido en una herramienta
complementaria de la experimentacion con células reales en el estudio del efecto de los
farmacos sobre el funcionamiento de los tejidos excitables, tales como el miocardio o el sistema
nervioso. Las empresas farmacéuticas empiezan a valorar los resultados in silico (término de
nuevo cufio que hace referencia a los resultados de simulaciones computacionales) como paso
previo a los experimentos in vitro o in vivo en el proceso de desarrollo de nuevos farmacos.

La principal motivacién del presente trabajo es desarrollar un programa informdatico de
simulacién que utilice un método novedoso en la estimacién de la accion del farmaco. En efecto,
el método comunmente utilizado para estimar in silico el factor de bloqueo de un canal iénico

por parte de un farmaco en una célula excitable puede ser mejorado para el caso de los farmacos
voltaje-dependientes. Esta nueva forma de calcular el factor de bloqueo implica un cambio en
la estimacion de la actividad eléctrica de la célula mediante un modelo de simulacién vy, a su vez,
deriva de la motivacidon de comprobar si la actividad eléctrica estimada empleando el nuevo
método se aproxima mas a la calculada de forma experimental en comparacién con emplear el

método convencional.

El método convencional para estimar el factor de bloqueo de un canal idnico proporciona el
valor de la fraccién de bloqueo en funcion de la concentracion de farmaco para un Unico voltaje,
usualmente para 0 mV. No obstante, en el caso de los farmacos voltaje-dependientes se
observé que los valores de corriente del canal no eran constantes para todos los voltajes por los
que pasa la célula durante el transcurso de un potencial de accién, sino que para una
concentracién dada de farmaco la corriente variaba al cambiar el voltaje al que se encontraba
la célula. En consecuencia, esto es indicativo de que el método convencional supone que el
factor de bloqueo no es dependiente del voltaje cuando en realidad si lo es. Por tanto, se ha
procedido a desarrollar un nuevo método que si tenga en cuenta esta variacion del factor de
bloqueo de un canal idnico con el voltaje para el caso de los farmacos voltaje-dependientes.

El siguiente paso tras modelar la nueva forma de obtener la fraccién de bloqueo del canal i6nico
al emplear un farmaco voltaje-dependiente es introducir esta informacién un modelo
matematico que estime la actividad eléctrica de la célula al emplear dicho farmaco. Por tanto,
en este trabajo se ha obtenido dicha actividad eléctrica empleando tanto el método
convencional como el nuevo método, con el fin de comparar ambos resultados.

A continuacion, se ha llevado a cabo una comparacién de los resultados de actividad eléctrica
estimados mediante ambos métodos con la actividad eléctrica obtenida de forma experimental,
con el fin de corroborar si el empleo del nuevo método de estimacion de la fraccién de bloqueo
mejora la prediccién del comportamiento eléctrico de la célula en comparacién con emplear el
método convencional.

Finalmente todo este proceso se ha automatizado desarrollando un programa informatico que,
a partir de los datos de corriente del canal idnico obtenidos experimentalmente para diferentes
voltajes y concentraciones de un farmaco voltaje-dependiente, es capaz de implementar ambos
métodos de estimacion del factor de bloqueo y obtener la actividad eléctrica estimada en ambos
casos.



La actividad eléctrica de una célula excitable, en concreto la duracién del potencial de accidn, es
un parametro que influye directamente en el comportamiento que tendran los érganos a los
que afecte el farmaco empleado. Por ejemplo, un fdrmaco que produzca un alargamiento del
potencial de accién de las células cardiacas producird un aumento del intervalo QT del
electrocardiograma, lo cual conllevara una mayor probabilidad de padecer un evento de
taquicardia ventricular polimdrfica conocida como Torsades de Pointes.

En conclusidn, el programa informatico desarrollado mejora la predicciéon del potencial de
accién de una célula excitable al administrar un fdrmaco voltaje-dependiente y, por tanto, puede
ser de gran ayuda para cualquier empresa farmacéutica que esté realizando ensayos sobre el
efecto de uno de estos farmacos sobre la actividad eléctrica de los 6rganos con canales idnicos
afectados. Continuando con el ejemplo anterior, el programa informatico desarrollado
permitiria estudiar el efecto que tiene el farmaco voltaje-dependiente sobre el potencial de
accién de las células cardiacas y, por tanto, predecir la posibilidad de que el farmaco produzca o
no fendmenos eléctricos a nivel macroscépico como el Torsades de Pointes, el cual es muy dificil
de diagnosticar en ensayos clinicos y puede desencadenar un episodio de muerte subita.

Asi pues, el principal fin del programa informatico desarrollado es mejorar la prediccion del
efecto que tiene un farmaco voltaje-dependiente sobre la actividad eléctrica de las células
excitables en comparacién con el empleo del método convencional, pero sin que la complejidad
y el coste computacional aumenten en exceso como ocurre con el empleo de otras técnicas de
estimacion como los modelos de Markov.

Todo lo expuesto constituye una tarea propia de la Ingenieria Biomédica y es objeto de este
Trabajo Fin de Grado. En efecto, entre las competencias especificas descritas en el titulo de
Grado en Ingenieria Biomédica impartido por la Universidad Politécnica de Valencia aparece, en
el nimero 14, la competencia siguiente:

“Capacidad de desarrollar, programar y aplicar métodos matemdticos en el andlisis, la
modelizacion y la simulacion del funcionamiento de los seres vivos y de los sistemas y procesos
utilizados en biologia y medicina”

Entre otras capacidades asociadas a dicha titulacidn, es precisamente la competencia 14 la que
justifica, por un lado, y se desarrolla, por otro, en el presente Trabajo Fin de Grado.



2. Objetivos

El presente proyecto de divide en tres grandes bloques con los siguientes objetivos:

1. Implementar el programa informatico de simulacién VDBS (Voltage-Dependent Block
Simulator o Simulador de Bloqueo Voltaje-Dependiente)

o Desarrollar e implementar el nuevo método para estimar el factor de bloqueo
de un canal idnico al emplear un farmaco voltaje-dependiente

o Implementar ambos métodos (voltaje-independiente y voltaje-dependiente)
dentro de un modelo de simulacidn eléctrica
Extrapolar el proceso a varios modelos de simulacién eléctrica
Simular la actividad eléctrica de las células excitables que compare los
resultados obtenidos empleando ambos métodos de estimacion del bloqueo
del canal idnico

o Representar los resultados obtenidos con cada uno de los métodos para su
posterior analisis
Implementar una interfaz de usuario que facilite el proceso
Redactar una guia de usuario del programa informatico

2. Analizar la sensibilidad de los modelos idnicos de potencial de accién

o Analizar el modelo de simulacidn eléctrica para cardiomiocitos ventriculares de
cobaya de Livshitz y Rudy 2007 (Livshitz y Rudy, 2007) para adaptarlo a los datos
experimentales

= Realizar un analisis de sensibilidad mediante comparaciéon con datos
bibliograficos

=  Obtener un nuevo modelo de simulacién modificado que proporcione
datos mas préximos a lo experimentales en condiciones de control

o Implementar el nuevo modelo dentro del programa informatico desarrollado

3. Analizar los resultados obtenidos con el programa informatico de simulacién

o Llevar a cabo una busqueda bibliografica de datos experimentales de farmacos
voltaje-dependientes
Ensayar el programa informatico desarrollado para estos farmacos
Comparar los resultados obtenidos empleando ambos métodos de estimacion
del factor de bloqueo del canal iénico con los resultados experimentales

o Comparar los resultados obtenidos empleando el modelo de simulacién de
Livshitz y Rudy 2007 (Livshitz y Rudy, 2007) modificado con los obtenidos
mediante el modelo original



3. Introduccion

3.1. Enfoque multiescala de la bioelectricidad

Entendiendo la bioelectricidad como la ciencia que estudia los fendmenos eléctricos que tienen
lugar en los organismos vivos, lo primero que se debe tener en cuenta es que se parte de un
enfoque multiescala.

Figura 1. Naturaleza multiescala de la bioelectricidad (elaboracion propia).
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La figura 1 representa el grado de interconexidn de los distintos niveles, de forma que
variaciones genéticas a nivel microscépico pueden derivar en cambios macroscépicos a nivel del
drgano vy, por tanto, influir en el funcionamiento normal del organismo. El presente trabajo se
centra en el nivel de los canales idnicos, estudiando el efecto que un farmaco puede tener sobre
los mismos y cual es el efecto producido en el nivel superior, es decir, en la célula. El estudio se
centra en las células excitables ya que éstas son las que tienen interés a nivel electrofisiolégico.

3.2. Canal idnico

La membrana de cualquier célula estad formada por una bicapa lipidica que aisla el interior de la
célula del medio extracelular. No obstante, existen diferentes formas de que la célula
intercambie particulas o moléculas con el exterior. En el caso que nos atafie de las células
excitables, la actividad eléctrica de las misma es debida al intercambio entre el medio
intracelular y el extracelular de cuatro tipos de iones diferentes: sodio (Na%), potasio (K™),
calcio (Ca®*)y cloro (CI™). De esta forma, el movimiento de entrada o salida de estos iones sera

lo que haga variar la carga eléctrica neta de la célula.

En este punto se procedera a presentar los canales idnicos, los cuales son uno de los mecanismos
que tiene una célula excitable para intercambiar los cuatro tipos de iones mencionados. No
obstante, cabe destacar que existen otros mecanismos de intercambio iénico transmembrana
como son las bombas y los intercambiadores.

Un canal idnico es una proteina transmembrana capaz de comunicar el medio intracelular con
el medio extracelular con el fin de permitir el intercambio de iones entre ambos medios de
forma selectiva, es decir, solo permite el paso de un tipo de ion determinado (Na*, K+, Ca®* o
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Cl™). Ademas, la proteina de un canal idnico posee distintas conformaciones de forma que el
canal puede estar abierto o cerrado en funcidn de las condiciones externas, como por ejemplo
en funcidn de que una molécula mensajera se encuentre ligada al canal idnico, como se muestra
en la figura 2. En este caso, el canal se encuentra en estado cerrado mientras que la molécula
mensajera no se encuentre unida al canal, de forma que no se permite el paso de los iones. No
obstante, en el momento en que la molécula mensajera se une al canal idnico éste cambia su
conformacion pasando a un estado abierto, permitiendo el intercambio de iones entre el medio
intracelular y el extracelular y produciendo, por tanto, un cambio en la carga eléctrica neta de
la célula.

Figura 2. Representacion de un canal idnico en estado cerrado (izquierda) y en estado abierto (derecha)
en funcion de la union al canal de una molécula mensajera (Gentaur Molecular Products, s.f.).
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Por otra parte, se debe tener en cuenta que existen diversas sustancias que pueden interferir
en la apertura o cierre de los canales idnicos. En nuestro caso, es importante presentar que
existen farmacos capaces de bloquear un cierto tipo de canal idnico de forma que se impide o,
al menos, se disminuye el intercambio idnico a través de los canales bloqueados. Por ejemplo,
en la figura 3 se muestra cémo el farmaco Promethazine (uno de los estudiados en este trabajo)
se acopla a la cavidad interior de un tipo canal idnico de intercambio rapido de potasio llamado
hERG o Ik, bloqueando el paso de iones K™ através de este canal.

Figura 3. Representacion del acoplamiento de Promethazine dentro de la cavidad interna de un canal hERG
(Jo, Hong, Chong, Lee y Choe, 2009).
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3.3. Célula excitable y potencial de accion.

El primer concepto a introducir es el potencial de membrana (V},), el cual se define como la
diferencia entre el potencial intracelular (V;) y el extracelular (V,) y es el resultado del
movimiento de los iones a través de la membrana celular.

Ecuacion 1

Vn=Vi— T,

Este potencial de membrana varia tanto en las células excitables como en las no excitables. No
obstante, el factor que diferencia ambos tipos de células es que, en el caso de las excitables,
cuando el potencial de membrana supera un determinado umbral se desencadena lo que se
conoce como un potencial de accién, mientras que en una célula no excitable nunca se

desencadenara ningln potencial de accién. Son células excitables tanto las células nerviosas (ej.

neuronas) como las musculares (ej. cardiomiocitos).

Por tanto, un potencial de accién se define como aquella variaciéon rdpida de subida
(despolarizacion) y posterior bajada (repolarizacion) del potencial de membrana que se produce
de forma espontanea en las células excitables cuando el potencial de membrana de la célula
supera un determinado valor umbral. Asimismo también puede aparecer una tercera fase de
hiperpolarizacion/hipopolarizacion en que el potencial de membrana es inferior/superior al
potencial de reposo, en funcién del tipo de célula. En la figura 4 se representa este proceso de
forma grafica para el caso de una célula con hiperpolarizacion.

Figura 4. Representacion genérica de un potencial de accion (Freeman, 2005).
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Dado que el trabajo se ha aplicado a cardiomiocitos ventriculares, a continuacién se va a
describir brevemente su fisiologia y las caracteristicas del potencial de accidén en este tipo de
células.

Como se observa en la figura 5, el musculo cardiaco esta formado por cardiomiocitos, los cuales
son células alargadas tubulares de musculo estriado con un Unico nucleo central. Estas células
tienen la capacidad de contraerse gracias a estar compuestas de miofibrillas, en las cuales el
desplazamiento de los filamentos de actina sobre los de miosina permite que la longitud de la
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célula sea variable. Cabe destacar que este proceso de contraccién estd regulado por los iones
de Ca®* del medio intracelular, ya que la unién de estos iones a los filamentos de actina es lo
que hace posible el desplazamiento de estos filamentos. A su vez, estas células contienen gran
cantidad de mitocondrias para generar las suficientes moléculas de ATP (adenosin trifosfato)
para que la actividad contractil de la célula cardiaca no se detenga nunca.

Finalmente es interesante destacar los discos intercalados que unen cada pareja de
cardiomiocitos. Estos discos son los que permiten la transmisién de la sefial eléctrica de una
célula a la contigua para que se produzca el proceso de contraccion.

Figura 5. Representacion de las células musculares cardiacas (cardiomiocitos) (Phatak, 2014).
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Este tipo de células presenta un potencial de reposo de —85 mV aproximadamente. Dado que
se trata de un tipo de célula excitable, cuando el cardiomiocito recibe un estimulo que provoca
que el potencial de membrana supere el umbral de los —65 mV se genera de forma espontdnea
un potencial de accidn. Este potencial de accidon presenta la forma indicada en la figura 6,
pudiéndose descomponer en cinco fases diferentes:

e Despolarizacion

o Fase 0: Aumento muy rdpido del potencial de membrana de la célula debido a
una gran entrada de iones de Na* (corriente I,)

e Repolarizaciéon
o Fase 1: Enlos cardiomiocitos de determinadas especies existe una primera fase

de repolarizacidn bastante corta debida a la salida de un ndmero reducido de
iones de Kt (corriente I,).



o Fase 2: Zona de meseta en que el potencial de membrana se mantiene
constante. Se produce un equilibrio entre la entrada de iones de Na* y Ca?*
(corrientes Iyg; € I-4.) ¥ la salida de iones de K™ (corrientes Iy, Iy € Ixs). Es
esta entrada de iones Ca?* la que desencadena la contraccién de la célula.

o Fase 3: En este momento se inactivan las corrientes Iy, € Icq pero no las
corrientes de salida de K™, de modo que la salida de iones positivos sin que
entren otros iones positivos produce la disminuciéon del potencial de membrana.
En esta fase también se activan otras corrientes de salida de K+ ( I, Ik yrps

IKACh e IKAdo)'
¢ Intervalo entre dos potenciales de accién

o Fase 4: En el transcurso de un potencial de accién al siguiente, el potencial de
membrana se mantiene constante en —85mV (linea isoeléctrica) y se
reestablecen las concentraciones idnicas a los valores iniciales gracias a la
activacion de la bomba Na*/ K™ y el intercambiador Na*/ Ca?*.

Figura 6. Potencial de accidon ventricular indicando las corrientes idnicas involucradas en cada una de las
fases (ITACA-CM, s.f.).
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En este punto es interesante introducir los conceptos de periodo refractario absoluto (PRA) y de
periodo refractario relativo (PRR). Por una parte, el PRA es el tiempo que es necesario esperar
para poder disparar un potencial de accidn después de que se haya producido un potencial de
accion previo, sea cual sea la corriente de estimulo que se aplique. Por otra parte el PRR es el
tiempo que es necesario esperar para poder disparar un potencial de accidn aplicando la misma
corriente de estimulo que se aplicé para desencadenar el potencial de accidon previo.

Estos periodos refractarios son debidos a que los canales de Na™ presentan unas compuertas
de inactivacion lentas que tardan un determinado tiempo en volver a abrirse una vez a
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terminado el potencial de accidn. Por tanto, para poder disparar el siguiente potencial de accién
es necesario esperar a que estas compuertas vuelvan a abrirse para dejar pasar a los iones de
Na* y que se produzca la despolarizacion.

Asi pues, durante el PRA todas las compuertas de inactivacion se encuentran cerradas y por ello
es imposible producir el siguiente potencial de accidn, sea cual sea la corriente de estimulo. En
cambio, en el PRR ya hay algunos canales de Na* con las compuertas de inactivacién abiertas,
por ello ya se puede desencadenar otro potencial de accidén, aunque con una corriente de
estimulo mayor que la que produjo el potencial de accién anterior.

Por ultimo, se va a presentar el parametro APD (Action Potential Duration o Duracion del
Potencial de Accidn), en concreto el APDq,, el cual es el mas empleado para caracterizar un
potencial de accidn. El APDgy se define como el tiempo que ha transcurrido desde el momento
de la despolarizacién (que podemos considerar instantdnea en el potencial de accidn
ventricular) hasta que se ha alcanzado un 90% de la repolarizacidn. Este parametro es el que se
empleard durante el presente trabajo para comparar la similitud de los potenciales de accién.
Otro parametro empleado con asiduidad es el APDs, el cual mide el tiempo hasta que se
alcanza un 50% de la repolarizacién. Se representan ambos pardmetros en la figura 7.

Figura 7. Representacion de las medidas APDs, y APDq, en un potencial de accion ventricular (LdszlG,
2015).
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3.4. Modelizacion de una célula excitable

A la hora de modelizar una célula excitable se emplea el formalismo matemdtico de Hodgkin y
Huxley (Hodgkin y Huxley, 1952), el cual consiste en representar el comportamiento de la
membrana celular con un modelo eléctrico/matematico como el representado en la figura 8.

Figura 8. Modelo eléctrico/matemdtico de una célula (elaboracién propia).

Medio intracelular

o+

|

ol

<
ena T ekt 1] EKr ecal T g 1

LT T T 1

o-

Medio extracelular

Esta representacion contiene los siguientes elementos conectados en paralelo:

v Capacidad eléctrica (C,,) representando la bicapa lipidica de la membrana, la cual se
comporta como un condensador eléctrico.

v" Corrientes de cada familia de canales idnicos representadas como una conductancia
variable (G;) en serie con un generador de tensién (E;).

v" Corrientes debidas a la accidn de otros elementos como bombas e intercambiadores
representadas como fuentes de corriente (/;)

v Potencial de membrana (V,), definido como la diferencia de potencial entre el medio
intracelular y el extracelular (ecuacion 1).

Dado que la suma de las corrientes entrantes en un nodo es igual a la suma de los corrientes
salientes de ese nodo (primera ley de Kirchhoff), podemos deducir la siguiente expresion:

Ecuacion 2

d
Cn 2z V) + DGy~ Vo = B+ D 1y + logtim = 0
{ J

Donde se han introducido los siguientes términos:

d
(V)

C._
m o dt

Corriente que circula a través del condensador formado por la bicapa lipidica, suponiendo que
se comporta como un condensador ideal.
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D 6 U= B

Corriente que circula por cada familia i de canales idnicos. Este término esta compuesto por los
siguientes elementos:

v" G;: Conductancia de la poblacion de canales. Este término se define como el producto
del nimero total de canales de la familia (N;), la conductancia unitaria de cada canal (y;)
y la fraccién de canales abiertos (f;).

Ecuacion 3

Gi=N;vifi

A su vez, la fraccidn de canales abiertos de una familia de canales idnicos (f;) depende
de la tasa de aperturas (@) y cierres () de cada tipo de compuerta del canal idnico. La
fraccion de canales abiertos (f;) suponiendo una familia de canales con una Unica
compuerta (c) se define como:

Ecuacion 4
fi(t, Vi) = fe(t, Vi)

Siendo:
Ecuacion 5

d _fOO(Vm) _fc(t'Vm)

E (fc (t' Vm)) - Tf(Vm)
Ecuacion 6

_ ac(Vm)
Jolln) = G ) + Be)

Ecuacion 7

1
ac(Vm) + B (Vi)

Tf V) =

Por tanto, el comportamiento de una compuerta vendra definido tanto por el parametro
fe, €l cual indica la proporcion de canales idnicos abiertos en funcién del potencial de
membrana, como por la constante de tiempo ¢, la cual hace referencia al tiempo que
debe transcurrir para que se alcance la totalidad de canales abiertos indicada por f, y
gue también depende del potencial de membrana.
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Esto hace que existan dos grupos diferentes de compuertas: compuertas de activacion,
en las cuales la probabilidad de que un canal se encuentre en estado abierto aumenta
con el potencial de membrana, y compuertas de inactivacién, en las cuales esta
probabilidad disminuye al aumentar el potencial de membrana. Se representan ambos
tipos de compuertas en la figura 9.

Figura 9. Curvas de las compuertas de activacion e inactivacion para un canal de calcio (Borke et

al., s.f.).
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Finalmente, dado que en un canal iénico se pueden presentar n compuertas de
activacién y m compuertas de inactivacién, acabamos definiendo la fraccién de canales
abiertos (f;) como:

Ecuacion 8

fi= fc?ct +fi§1nact

V,,: Potencial de membrana (ecuacién 1) para cuantificar el campo eléctrico.

E;: Potencial de equilibrio del ion i obtenido mediante la ecuacién de Nernst para
cuantificar la difusion por diferencia de concentraciones.

Ecuacion 9

g BT ([i]ext>
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5

J

Sumatorio de todas las corrientes debidas a otros elementos que no sean canales idnicos, como
bombas e intercambiadores. Cada elemento j se considera como una fuente de corriente.

I estim

Corriente de estimulo aplicada para excitar a la célula y desencadenar el potencial de accidn.
También se considera como una fuente de corriente.

Por tanto, este formalismo es el que se emplea para implementar el modelo matematico que
nos servira para simular computacionalmente el comportamiento eléctrico de una célula
excitable como una neurona o un cardiomiocito. Por ejemplo, en la figura 10 se presenta el
modelo de cardiomiocito ventricular de cobaya del modelo de Livshitz y Rudy 2007 (Livshitz y
Rudy, 2007), el cual es uno de los modelos de simulacién incluidos en el programa informatico
VDBS y el que se ha empleado para la comparacidn de los resultados obtenidos.

Figura 10. Modelo de cardiomiocito ventricular seguin el modelo de Livshitz y Rudy 2007 (Livshitz y Rudy,
2007).
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Cabe destacar que el empleo de modelos de simulacién permite un ahorro tanto de tiempo
como de dinero, asi como la reduccion o incluso eliminacion de muchos problemas éticos como
la experimentacién animal. Asimismo permite indicar si un nuevo farmaco presenta riesgo para
la salud vy, por tanto, excluirlo de una posible fase de prueba en humanos. Por tanto, estos
modelos de simulacidn computacional son de gran interés tanto para la investigacion cientifica
como para la industria farmacoldgica.
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3.5. Experimentos de Patch Clamp para la medicion de
corrientes idnicas

Para poder estimar el bloqueo de un canal idnico por parte de un farmaco, tanto empleando el
modelo convencional como el que tiene en cuenta la dependencia del factor de bloqueo con el
voltaje, es necesario medir experimentalmente la corriente idnica afectada por dicho farmaco.
La técnica empleada para cuantificar la corriente de un canal idnico se denomina Patch Clamp
(o “fijacion de parche de membrana”) y consiste en situar una micropipeta con una solucion
electrolitica en su interior en contacto con la membrana celular. De esta forma puede medirse
la corriente que fluye desde el interior de la célula hacia el exterior mediante el uso de un
electrodo en contacto con la solucion electrolitica de la micropipeta, y el cual se conecta a un
amplificador diferencial de gran sensibilidad, ya que las corrientes medidas son muy pequefias
(figura 11). Todo este proceso se realiza aplicando una diferencia de potencial entre la célula 'y
el medio extracelular denominada Vi ;.

Figura 11. Montaje experimental de la técnica de Patch Clamp (Veitinger, 2011).

Esta técnica puede emplearse tanto para la medicién de corrientes unitarias como
poblacionales. La técnica para medir corrientes unitarias se denomina Cell-Attached (o “adjunto
ala célula”) y en ella se procede a aplicar una ligera succion, con el objetivo de que se produzca
un efecto de adherencia entre la micropipeta y la membrana celular denominado gigasello y asi
evitar la aparicion de leakeage currents (o “corrientes de fuga”). De esta forma no se llega a
romper la membrana celular, lo que permite registrar la corriente que circula a través de un
Unico canal idnico. En cambio, para la medicién de corrientes poblacionales se emplea la técnica
Whole-Cell (o “célula entera”), en la cual se realiza el procedimiento anterior pero aplicando una
mayor succién, de forma que se llega a romper la membrana celular. Se representan ambas
técnicas en la figura 12.
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Figura 12. Representacion de las técnicas Cell-Attached (centro) y Whole-Cell (derecha) para el registro de
corrientes idnicas unitarias y poblacionales respectivamente (Veitinger, 2011).
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Por lo que respecta a los farmacos estudiados en este trabajo, solo se han estudiado farmacos
bloqueadores de la corriente I . Es importante indicar que en los articulos cientificos
empleados la medicidn de esta corriente se realice mediante la técnica Whole-Cell en ovocitos
de Xenopus (Xenopus oocytes) o en células embrionarias de rifién humano 293 (HEK-293), las
cuales han sido modificadas genéticamente para que solo presenten canales Iy . De esta forma,
cuando se introduce el farmaco bloqueante de esta corriente, el descenso de la corriente
medida es debido solamente al efecto del farmaco sobre los canales I .

3.6. Métodos actuales para la estimacion del factor de bloqueo

Como se ha comentado en el apartado 3.2, un farmaco es capaz de interferir en el normal
funcionamiento de un canal idnico. Por ejemplo, un farmaco bloqueador de una corriente idnica
producird que ciertos canales idnicos permanezcan en estado cerrado durante mas tiempo,
mientras que el uso de un farmaco potenciador conllevara que los canales permanezcan un
mayor tiempo abiertos. Por tanto, estos farmacos interfieren en la cinética de las compuertas
de los canales idnicos, aumentando o disminuyendo la probabilidad de que un canal se
encuentre en estado abierto o cerrado segln se trate de un farmaco bloqueador o potenciador.
En conclusidn, un farmaco bloqueador de un cierto tipo de canales iénicos conducird a una
disminucién de la corriente poblacional que atraviesa dichos canales idnicos, mientras que un
farmaco potenciador aumentara dicha corriente poblacional.

Este trabajo se va a centrar en el estudio de farmacos bloqueadores de corrientes idnicas, en
concreto de farmacos bloqueadores de la corriente Iy . En la actualidad existen dos métodos
para estimar el factor de bloqueo de un farmaco: mediante las denominadas cadenas de Markov
o mediante la medicidon mediante la técnica de Patch Clamp de corrientes idnicas globales para
un Unico voltaje de test, al que denominaremos método convencional.
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++» Método de las cadenas de Markov

Los modelos de Markov fueron introducidos en la simulaciéon de corrientes iénicas en 1995
(Bennett, Yazawa, Makita y George, 1995) tras haberse descubierto que ciertas mutaciones
genéticas podian modificar el comportamiento de los canales iénicos, con el fin de poder tener
en cuenta estas modificaciones dentro de los modelos de simulacion. No obstante, con el paso
de los afios estos modelos se han empleado para modelar otros aspectos como potenciales de
accién, canales idnicos sin mutaciones o lo que nos atafie en este punto, que es la modelizacién
del efecto de un determinado farmaco sobre un canal idnico.

Los modelos de Markov se basan en considerar que un canal puede encontrarse en una serie de
estados diferentes, asignando unas tasas de transferencia para que el canal pase de un estado
a otro. Se trata de un modelo estocastico (probabilistico) que considera que el paso de un estado
al siguiente solamente depende del estado actual y no de los estados previos por los que haya
pasado el canal (propiedad de Markov). Se presenta un ejemplo en la figura 13.

Estos modelos presentan la ventaja de permitir simular con mayor precision el comportamiento
del canal idnico, pero en cambio conllevan diversos problemas, como son la complejidad de
establecer las tasas de cambio de estado, la dificil comprensién cientifica del modelo subyacente
(modelo de caja negra) y el mayor coste computacional asociado, el cual puede hacer inviable
su uso para simulaciones a nivel macroscdpico como, por ejemplo, simulaciones cardiacas en
tres dimensiones.

Figura 13. Modelos de Markov para estimar el bloqueo de los canales hERG por parte de varios farmacos
(Almokalant, Cisapride y Dofetilide) considerando un estado de enlace abierto (O*), uno abierto-inactivado
(10*) o ambos (Di Veroli, Davies, Zhang, Abi-Gerges y Boyett, 2013).
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<+ Meétodo convencional

Este método toma como punto de partida la medicion de las corrientes idnicas afectadas por el
farmaco a estudiar mediante un experimento de tipo Whole-Cell Patch Clamp como el descrito
en el apartado 3.5. Este procedimiento permite el registro de la corriente idnica poblacional
afectada, aplicando una diferencia de potencial entre el medio intracelular y extracelular de
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Viest- EN concreto se emplea el valor de la corriente de cola (I;4i;), la cual es la corriente que se
obtiene cuando la diferencia de potencial entre el medio intracelular y el extracelular pasa del
valor Vg @ un valor de V3,14, €n el cual todos los canales idnicos pasan a encontrarse cerrados.
Se muestran estos parametros en la figura 14.

Figura 14. Protocolo de variacion del voltaje (arriba) y medicion de la corriente de cola obtenida (abajo)
(elaboracion propia).
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De acuerdo a las ecuaciones descritas en el punto 3.4, la corriente idnica de una familia i de
canales se define como:

Ecuacion 10

I; = N; y; 'fc{?t(vm) 'ficht(Vm) ’ (Vm - Ei)

Que si se introduce el concepto de conductancia maxima del canal iénico (G,):
Ecuacion 11

G, =Ny

Queda:

Ecuacion 12

LV, t) = 51 * fact Vi) 'fignct(vm) (Vi — Ep)

No obstante, dado que la corriente de cola se mide en el momento de cambiar de Vi.g: @ Vio1d,
definimos la corriente de cola como:

Ecuacion 13

Leqit, (Veest) = Gy~ faee(Veest) * fimet (Vhota) * Vhota — Ei)
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Que para el caso de la corriente de cola de los canales hERG (suponiendo que transcurre el
tiempo suficiente para que la dependencia del comportamiento de las compuertas respecto del
tiempo sea despreciable) se expresa como:

Ecuacion 14

ItailKr (Vtest) = G_Kr ’ Xroo (Veest) * Rr(Vhota) * (Vhold - EKr)

Si ademas se introduce el factor de bloqueo (b) producido por el farmaco bloqueador de la
corriente Ix_se obtiene:

Ecuacion 15

ItailKr (Vtest) = (1 - b([DD) ’ G_Kr ’ Xroo (Vtest) ' Rr(Vhold) ' (Vhold - EKr)
Siendo ([D]) la concentracidn de farmaco.

Finalmente, se debe despejar el término del factor de bloqueo en funcién Unicamente de la
corriente de cola. Para ello partimos en primer lugar del caso de control en que no se administra
el farmaco (b = 0):

Ecuacion 16

Ltair controly.. Viest) = G—Kr ' Xn,o (Veest) * Ry (Vhota) - (Vhold - EKT)

Par a continuacion dividir el caso de administrar una concentracion determinada de farmaco
(ecuacion 15) entre el caso de control (ecuacion 16):

Ecuacion 17

Itail}(r (Vt«?St) _ (1 - b([DD) G_Kr ' Xroo (Vtest) ' Rr(Vhold) ' (Vhold - EKT)

= - =1-b
Ltair controlg, (Vtest) GKT 'Xroo (Vtest) "R, (Vhold) ' (Vhold - EKr)

Lo cual permite hallar el factor de bloqueo debido al farmaco administrado midiendo
Unicamente la corriente de cola antes y después de administrar el farmaco:

Ecuacion 18

ItailKT (Vtest)

Itail controlg,. (Vtest)

b=1-

De esta forma, puede obtenerse el factor de bloqueo (b) para una determinada concentracion
de farmaco ([D]) y para un determinado potencial de membrana V;,;. Si se repite este proceso
manteniendo el potencial V;.s pero variando las concentraciones de farmaco, se obtiene la
curva de factor de bloqueo frente a concentracidn de farmaco, como la que se muestra en la
figura 15.
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Figura 15. Curva de fraccion de bloqueo frente a concentracion del fdrmaco Desipramine para canales
hERG salvajes (Wild Type) y canales hERG modificados genéticamente (F656A) (Hong, Park, Lee y Jo,
2010).
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La obtencién de esta curva se realiza ajustando los datos de factor de blogueo frente a
concentracién a una curva sigmoide por el método de minimos cuadrados. La ecuacion de esta
curva sigmoide es la siguiente:

Ecuacion 19

N

Donde b es el factor de bloqueo, [D] es la concentracién de farmaco y los términos a, h y k son
los parametros de ajuste de la curva.

En este punto es interesante introducir el parametro ICs;, (Half Maximal Inhibitory
Concentration o Concentracién Inhibitoria maxima media), el cual hace referencia a la
concentracidn de fdrmaco necesaria para producir una blogueo de un 50% de la corriente idnica
afectada y que se corresponde con el término k de la ecuacion 19.

En definitiva, este método convencional estudia el bloqueo del canal idnico por parte del
farmaco a un solo potencial. Por tanto, este procedimiento es adecuado cuando se estudian
farmacos voltaje-independientes, cuyo efecto sobre el canal idnico no depende del potencial.
No obstante, puede no ser un método del todo exacto para el estudio del bloqueo de canales
idnicos por parte de farmacos voltaje-dependientes, ya que en estos casos el factor de bloqueo
del canal variard con el potencial de membrana, lo cual no se tiene en cuenta si se aplica el
método convencional. Este es el motivo por el cual se ha desarrollado en este trabajo un nuevo
método de estimacion del factor de bloqueo de un canal idnico por parte de farmacos voltaje-
dependientes y el cual se desarrolla en el apartado 4.
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4. Nuevo método para la estimacion del factor de

bloqueo de un canal idnico por parte de farmacos
voltaje-dependientes

4.1. Caracteristicas del factor de bloqueo en farmacos voltaje-
dependientes

Como se ha comentado en el apartado 3.6, existen determinados farmacos bloqueadores de
una determinada corriente idnica cuyo comportamiento varia en funcién del potencial de
membrana (V},,). A estos farmacos se les denomina farmacos voltaje-dependientes y son sobre
los que se va a centrar el presente trabajo.

El hecho de administrar un fdrmaco voltaje-dependiente a una célula excitable implica que el
factor de bloqueo de la corriente o corrientes afectadas por dicho farmaco no sera constante a
lo largo del transcurso del potencial de accién celular como ocurre con los farmacos voltaje-
independientes, sino que serd dependiente del valor del potencial en cada instante. Un ejemplo
de este cpmportamiento se representa en la figura 16, en la que se observa como el factor de
blogueo de la corriente Ig_por parte del farmaco Promethazine no es constante, sino que

aumenta al aumentar el potencial de membrana. Este hecho nos indica que el farmaco
Promethazine es voltaje-dependiente.

Figura 16. Voltaje-dependencia del bloqueo de la corriente Iy por parte del farmaco Promethazine (Jo et
al, 2009).

40 -
g I
= 30

S T
a3
= -20
=

o 20
=

10

Membrane Potential (mV)

Ello hace que el método convencional para estimar el factor de bloqueo de un canal por parte
de un farmaco voltaje-dependiente no sea del todo apropiado, ya que supone que le factor de
bloqueo no depende del potencial cuando en realidad si lo hace. Por ello, se ha desarrollado
un nuevo método para calcular el factor de bloqueo de un canal al trabajar con farmacos
voltaje-dependientes que si tenga en cuenta la dependencia del factor de bloqueo con el
potencial de membrana. Por tanto, el objetivo del nuevo modelado es mejorar el
procedimiento convencional para el caso de farmacos voltaje-dependientes, pero sin llegar a
ser tan complejo como un modelo basado en cadenas de Markov.
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4.2. Modelizacion del nuevo método para la estimacidn del
factor de bloqueo en farmacos voltaje-dependientes

El nuevo método para la modelizacidn del factor de bloqueo al administrar fadrmacos voltaje-
dependientes se basa en el procedimiento convencional (apartado 3.6) pero aplicandolo a
distintos voltajes de test (Vi) dentro del rango de valores por los que pasa la célula durante
un potencial de accién.

Por tanto, para poder aplicar el nuevo método el punto de partida seran los registros mediante
Patch Clamp de corriente de cola (I;,;;) medida para distintos valores de potencial, a diferencia
de en el caso convencional en el que solo se media la corriente de cola para un potencial dado.
Ademas, se debe realizar este proceso para diversas concentraciones de farmaco, con el fin de
poder hallar las curvas de factor de bloqueo frente a concentracidn. De esta forma se obtienen
curvas como las mostradas en la figura 17 y las cuales contienen los datos necesarios para poder
aplicar el nuevo procedimiento.

Figura 17. Corriente I de cola normalizada registrada para voltajes de test comprendidos entre -50 mV
y 40 mV al administrar distintas concentraciones del fdrmaco bloqueador de Iy Promethazine (Jo et al.,
2009).
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El siguiente paso a realizar serd obtener las curvas de factor de bloqueo frente a concentracion
de farmaco al aplicar cada uno de los valores de potencial. Para ello, para cada valor de potencial
aplicaremos la ecuacidon 18 a cada una de las corrientes de cola obtenidas administrando
distintas concentraciones de farmaco. Se representa este procedimiento en la figura 18 para dos
voltajes diferentes.

A continuacion, realizaremos el ajuste de los datos obtenidos para cada uno de los voltajes
mediante el método de minimos cuadrados a una curva sigmoide como la empleada en el
método convencional (ecuacién 19).
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Figura 18. Ejemplo de la aplicacion de la ecuacion 18 para dos voltajes diferentes (-10 mV'y 30 mV) y ajuste
del resultado del factor de bloqueo (b) frente a la concentracion de fdrmaco mediante curvas sigmoides.
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Por ultimo, tras haber obtenido las curvas sigmoides de fraccion de bloqueo frente a
concentracién de farmaco para cada uno de los voltajes, el siguiente paso es estudiar la
evolucién de cada uno de los tres parametros de ajuste de las curvas (a, hy k) con el potencial
de membrana. Para ello, se procede a estudiar cudl es la ecuacidon que mejor describe la
evolucidn de cada parametro frente al voltaje.
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Tras el estudio de diversos farmacos voltaje-dependientes, se ha concluido que dicha evolucién
puede ajustarse de forma bastante correcta empleando una de las siguientes aproximaciones:

e Aproximacion lineal
Ecuacion 20

y=m-V+n

Siendo m y n los pardmetros de ajuste de la recta e y el pardmetro a ajustar (a, h o k).

e Aproximacion mono-exponencial

Ecuacion 21

Siendo a y b los pardmetros de ajuste de la curva e y el pardmetro a ajustar (a, h o k).
e Aproximacidn bi-exponencial
Ecuacion 22

y=a-e?" +c-e?V

Siendo a, b, c y d los pardmetros de ajuste de la curva e y el pardmetro a ajustar (a, h o k).

En este punto se observo que era interesante establecer los siguientes cuatro casos de ajuste de
las curvas sigmoides con el fin de obtener unos parametros de ajuste (a, h y k) mas realistas:

e (Caso 1:alibre, h libre, k libre

En este primer caso se dejan libres los tres parametros de ajuste. Esto conlleva un mejor ajuste
de las curvas sigmoides, pero puede llevar a obtener curvas de ajuste no del todo apropiadas.
Por ejemplo, puede llevar a tener una ecuacién de ajuste de a innecesaria por estar todos los
valores muy cercanos entre si o a tener curvas de h deformadas por algun valor fuera de rango.

e (Caso 2: a=1, h libre, k libre

Dado que en el parametro a suele estar en valores muy cercanos a 1 en muchas ocasiones, este
caso proporciona la opcién de fijar a 1 este parametro, dejando los otros dos libres.

e (Caso 3:a=1, h=1, klibre.

El pardmetro h tambien suele presentar valores cercanos a 1, por lo que esta opcidn permite
fijar la h a este valor. No obstante, teniendo en cuenta la premisa bioldgica de que el valor h
debe ser un nimero entero, puede haber ocasiones en que convenga fijar este valor a otro
numero entero. Por ello se ha implementado el caso 4 que se explica a continuacidn.
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e (Caso 4: a=1, h=numero entero, k libre

Como se ha explicado en el caso 3, por el significado biolégico del pardmetro h éste debe ser un
numero entero. Por ello, era interesante implementar la opcidn de fijar este parametro a un
valor entero distinto de 1. En este caso el programa VDBS toma como valor de h el nimero
entero mas cercano a la media de todos los valores de h obtenidos.

Después de todo este proceso, el tltimo paso es obtener una expresion del factor de bloqueo
(b) en funcién del potencial de membrana (), como se indica en la ecuacién 23.

Ecuacion 23

b= f(Vn)

Para ello, el procedimiento a seguir serd emplear la ecuacién 19 que representa la evolucion del
factor de bloqueo frente a la concentracion de farmaco de acuerdo a una curva sigmoide, pero
introduciendo a su vez la dependencia con el voltaje de los pardmetros a, h y k. Para ello, se
emplearan las ecuaciones obtenidas con el ajuste estos tres parametros a una recta, una
exponencial de un término o una exponencial de dos términos, segun el usuario haya
seleccionado. Para el resto de casos simplemente se igualaran a las constantesay haloaun
numero entero, segun el caso elegido.

Finalmente se procedera a modificar la ecuacion de la corriente I de acuerdo a la ecuacion 24.

Ecuacion 24

IKr(Vm) = (1-b([D], V) G_Kr " Xro V) - Rr (V) - (Vm - EKT)

En lafigura 19 se muestra de forma esquematica el proceso seguido para la estimacién del factor
de bloqueo en farmacos voltaje-dependientes.
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Figura 19. Esquema del proceso seguido para la estimacion del factor de bloqueo teniendo en cuenta la

dependencia del mismo con el potencial de membrana.
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5. Desarrollo del programa informatico VDBS

5.1. Introduccion

Los objetivos del programa VDBS (Voltage-Dependent Block Simulator o Simulador de Bloqueo
Voltaje-Dependiente) son tanto estimar la fraccién de bloqueo de un farmaco voltaje-
dependiente mediante el método desarrollado en el apartado 4.2, como aplicar dicha
estimacion de la fraccidn de bloqueo a un modelo matematico dado para asi simular la actividad
eléctrica de una célula excitable. Asimismo, el programa también realiza una simulacién de
control y otra empleando el método convencional de estimacidon de la fraccion de bloqueo de
un fadrmaco para poder comparar los resultados obtenidos por ambos métodos.

En esta primera versidon del programa se han implementado cuatro modelos de simulacion
diferentes para simular la actividad eléctrica de cardiomiocitos de cobaya, conejo y perro. En
cuanto a las corrientes afectadas, el fdrmaco voltaje-dependiente debe afectar a la corriente Ik,
aunque el método empleado puede extrapolarse para simular el bloqueo de otros tipos de
corrientes. Finalmente, el proceso se ha duplicado para permitir obtener los resultados para dos
concentraciones de farmaco diferentes para adecuarse al proceso usualmente seguido en los
articulos cientificos.

Como resultados, el programa presenta los potenciales de accion obtenidos en todas las
simulaciones, asi como la evolucion de la corriente Iy del factor de blogueo a lo largo del
tiempo. También se calcula el pardametro APDg, ya que es uno de los pardmetros mas
empleados para caracterizar un potencial de accién.

5.2. Funcionalidades

En este punto se van a introducir y justificar las diferentes funcionalidades del programa
informatico implementado, dividiendo las mismas para cada uno de los tres blogues en que se
divide el programa.

Bloque 1: Seleccion del modelo de simulacién e emplear y del caso que se desea simular

El primer aspecto a tener en cuenta es que VDBS se ha concebido como un programa capaz de
incluir la dependencia con el voltaje del factor de bloqueo de un canal iénico en cualquier
modelo de simulacién. Por ello, y para demostrar su capacidad en este sentido se han
implementado cuatro modelos de simulacién diferentes dentro de esta primera versién del
programa, aunque en un futuro podrian incluirse mas modelos de simulacién diferentes. Los
modelos incluidos son:

«* Modelo de cobaya de Livshitz original

Modelo de simulaciéon 0D de Leonid Livshitz y Yoram Rudy 2007 (Livshitz y Rudy, 2007) de la
actividad bioeléctrica en cardiomiocitos de cobaya.
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+* Modelo de cobaya de Livshitz modificado

Mismo modelo que en el caso anterior pero aplicando los cambios indicados en el analisis de
sensibilidad del apartado 6.3. Estos cambios son multiplicar por 2.06 la corriente Iy por (1-
0.7) la corriente I

/7

** Modelo de conejo de Shannon

Modelo de simulacién 0D de Thomas R. Shannon et al. 2004 (Shannon, Wang, Puglisi, Weber y
Bers, 2004) de la actividad bioeléctrica en cardiomiocitos de conejo.

/7

** Modelo de perro de Decker

Modelo de simulacidon 0D de Keith F. Decker et al. 2009 (Decker, Heijman, Silva, Hund y Rudy,
2009) de la actividad bioeléctrica en cardiomiocitos de perro en epicardio.

La siguiente funcionalidad implementada en este bloque es la seleccién de uno de los cuatro
casos de ajuste de las curvas de factor de bloqueo frente a concentracion de farmaco (definidos
en el apartado 4.2.) y el cual se aplicara para el ajuste de estas curvas en el siguiente bloque.

Bloque 2: Introduccidn de los datos, ajuste de las curvas y especificacion de los parametros de
simulacion

En este segundo bloque se divide en tres apartados:

7

+» Ajuste de las curvas sigmoides de factor de bloqueo frente a concentracién de farmaco

Permite introducir los datos experimentales de corriente de cola (I;4;;) para los potenciales de
membrana y concentraciones de farmaco estudiados. A continuacion, se ajustan
automaticamente las curvas sigmoides empleando la ecuacion 19 segin el caso de ajuste
seleccionado en el bloque 1. Este ajuste se realiza mediante el método de ajuste por minimos
cuadrados.

+»+ Ajuste de los parametros a, h y k con el voltaje

A continuacidn, se ajustan los tres parametros de las curvas sigmoides (a, h y k) con el voltaje
segun una de las ecuaciones definidas en el apartado 4.2 (lineal, exponencial de un término o
exponencial de dos términos). Este ajuste se realiza mediante el método de ajuste por minimos
cuadrados.

+» Introduccidn de los parametros de simulacion
Por ultimo, se introducen los siguientes parametros de simulacion:
v’ Concentracion del primer caso (uM)

El programa estd implementado para simular el efecto de dos concentraciones
diferentes de farmaco cada vez, ya que éste suele ser el procedimiento realizado en la
mayoria de articulos cientificos. En este apartado se introduce la primera de esas dos
concentraciones de farmaco en uM.

27



v’ Concentracion del segundo caso (UM)
Segunda concentracion de farmaco a simular en uM.
v' Bloqueo de I K, porel método convencional del primer caso

En los resultados finales que obtendremos se comparara el método nuevo de estimacion
del factor de bloqueo con el método convencional y para ello es necesario introducir
cual es el factor de bloqueo obtenido mediante el método convencional. En esta casilla
se debe introducir el factor de bloqueo obtenido mediante el método convencional para
la primera concentracion de farmaco a simular.

v Bloqueo de I k, por el método convencional del segundo caso

Introducir el factor de bloqueo obtenido mediante el método convencional para la
segunda concentracién de farmaco a simular.

v' BCL (ms)

Introducir el BCL (Basic Cycle Length o Periodo de Estimulacidn) de la simulacién en ms.
Este pardmetro indicard cada cuanto tiempo se dispara un potencial de accidn.

v' FREQ (Numero de potenciales de accién)

Este pardmetro hace referencia al nimero total de potenciales de accidn que se desean
simular.

Bloque 3: Resultados obtenidos tras la simulacion

En este ultimo bloque se muestran los resultados obtenidos tras la simulacidn realizada con los
datos y parametros elegidos. Debido a los fines del programa para el estudio de la actividad
eléctrica de los cardiomiocitos, se han considerado como necesarios los siguientes resultados
de la simulacidn divididos en 6 ventanas diferentes.

‘0

% Ventana 1: Simulacién completa
Esta primera ventana se divide en tres apartados:

v’ Potenciales de accion
La obtencion de los potenciales de accién celulares es el principal objetivo de realizar la
simulacién. Se muestran los potenciales de accién obtenidos a lo largo de todo el tiempo
de simulacion. Se superponen los potenciales de accion de las cinco simulaciones
(control, método convencional de ambas concentraciones de farmaco y método nuevo
también de ambas concentraciones de farmaco).

Ig.

Se muestra la evolucion de la corriente I a lo largo de toda la simulacion. Se
superponen los resultados de las cinco simulaciones al igual que en el apartado anterior.
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v Factor de bloqueo
Se indica la evolucion de la estimacion del factor de bloqueo a lo largo de todo el tiempo
simulado. Para los casos del método convencional se trata de una constante puesto que
el factor de blogueo no varia con el voltaje. En los caso del método nuevo se observa
gue el factor de bloqueo si varia con el voltaje.

/7

% Ventana 2: Ultimos 5 potenciales de accién

En esta ventana se presentan los mismos apartados que en la primera pero reduciendo la
informacidon mostrada a solamente los cinco Ultimos potenciales de accion. Esta ventana es de
utilidad para poder observar en detalle la forma de los potenciales de accién, ya que en la
representacion de la simulacién completa no puede apreciarse bien la informacion por estar
muy reducida. También es Gtil para detectar la presencia de EADs (Early Afterdepolarizations o
Posdepolarizaciones Tempranas) en los potenciales de accion.

% Ventana 3: Ultimo potencial de accién

Se muestran los apartados de la ventana 1 pero de solamente el tltimo potencial de accidn, que
es el que se emplea para calcular el parametro APDg, que se mostrara en la ventana 6. El tiempo
de simulacién mostrado se ajusta a la duracién del potencial de accién.

% Ventana 4: Concentracién de Ca?*

Evolucién temporal de la concentracién de Ca?* para los cinco casos simulados. Es necesaria
esta visualizacion con el fin de comprobar que se ha simulado el tiempo suficiente para llegar a
su estabilizacion.

% Ventana 5: Concentracién de Na*

Evolucidon temporal de la concentracién de Ca?* para los cinco casos simulados. Es necesaria
esta visualizacion con el fin de comprobar que se ha simulado el tiempo suficiente para llegar a
su estabilizacion.

“* Ventana 6: APDg,

El parametro APDq, es el que se emplea en el presente trabajo para la comparacion de los
diferentes potenciales de accién obtenidos. Este es un parametro muy extendido para la
cuantificacion de los potenciales de accidn y se mide para el Ultimo potencial de accién con el
fin de haber dado tiempo a la estabilizacién de las concentraciones idnicas. En esta figura se
presenta un diagrama de barras con el valor del APDq (ms) del Ultimo potencial de accién para
cada una de las simulaciones realizadas.
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En la figura 20 se muestra un esquema con las funcionalidades implementadas en cada uno de
estos tres bloques en que se ha divide el programa.

Figura 20. Esquema de las funcionalidades del programa informdtico VDBS.

Bloque 1: Seleccidon del modelo de simulacién a emplear y del caso que se desa

simular
Seleccién del modelo de simulacion Seleccién del caso
Modelo de cobaya de Livshitz original Caso 1: a libre, h libre, k libre
Modelo de cobaya de Livshitz modificado Caso 2: a=1, h libre, k libre
Modelo de conejo de Shannon Caso 3: a=1, h=1, k libre
Modelo de perro de Decker Caso 4: a=1, h=nGimero entero, k libre

Bloque 2: Introduccion de los datos, ajuste de las curvas y especificacion de los
parametros de simulacion

Introduccién de los datos a emplear
Introduccién del archivo.mat con las concentraciones, voltajes y Pardmetros de simulacién
corrientes en el formato adecuado Concentraciones de farmaco de los dos casos a simular
Ajuste de los parametros a, hy k Bloqueo de IKr por el método convencional de los dos caso a simular
Ajuste lineal Basic Cycle Length o Periodo de Estimulacién (BCL)
Ajuste a una exponencial de un término Ndmero de potenciales de accién a simular (FREQ)
Ajuste a una exponencial de dos términos

Bloque 3: Resultados obtenidos tras la simulacién

Potenciales de accion, corriente IKR y factor de bloqueo

Simulacion completa - ) L
[ . ., APD90 del ultimo potencial de accién
Ultimos 5 potenciales de accion
| . B Control
Ultimo potencial de accion ) X
) Método convencional (casos 1y 2)
Concentraciones de Ca y Na )
) » Método nuevo (caso 1y 2)
Simulaciéon completa

30



5.3. Estructura del cédigo

El cédigo implementado se ha dividido en dos fases diferentes.

Fase 1: Introduccion de los datos y definicion de los parametros de simulacion

Esta primera fase que se realiza previamente al lanzamiento de la simulacién tiene como fin

recoger toda la informacidn necesaria para poder realizar la posterior simulacién de la actividad

eléctrica celular. Se trata de una fase basada en el uso de interfaces graficas de usuario a través

de las cuales se procede a:

v

AN

Introduccion de los datos experimentales de corriente de cola para diferentes
potenciales de membrana y concentraciones de farmaco.

Ajuste de los datos experimentales a las curvas sigmoides

Ajuste de los parametros de ajuste de las curvas sigmoides (a, h y k) con el voltaje
Introduccion de los pardmetros de simulaciéon

Guardado en memoria tanto de los resultados de los ajustes de las curvas como de los
parametros de simulacion indicados por el usuario

Se muestra un esquema del flujo de trabajo de esta fase en la figura 21.

Figura 21. Fase 1: Introduccion de los datos y definicion de los pardmetros de simulacion.

SECCREREDEE  concentracion de farmaco

Cuadro de dialogo

Llamadaallmodelo Br-YN FE Z1=)
de simulacién )

[ eIntroduccién de los pardmetros de simulacidn

eSeleccion del modelo de simulacidon a emplear
eSeleccion del caso de ajuste de las curvas de factor de bloqueo frente a

eIntroduccién de los datos experimentales

eAjuste de la dependencia de los parametros de ajuste de las curvas
sigmoides (a, h y k) con el voltaje

eGuardado de los datos y pardmetros para emplearlos en la simulacion
e[ lamada al modeo de simulacion introduciendo la informacion obtenida en
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Fase 2: Aplicacion de los parametros de simulacién al modelo elegido y representacion de los
resultados obtenidos

Esta fase se ejecuta con la llamada al modelo de simulacién de la fase anterior. En este punto se
procede a ejecutar el modelo de simulacidn elegido empleando los resultados obtenidos en la
fase previa para poder modelar la dependencia del factor de bloqueo con el voltaje. También se
introducen los parametros de simulacién indicados.

Con el fin de poder comparar los resultados obtenidos al emplear el método nuevo con respecto
al método convencional y al modelo sin modificar (control), cada vez se simula para cada una de
estas tres posibilidades. Ademds, dado que en los articulos cientificos suelen compararse los
resultados obtenidos para dos concentraciones de farmaco diferentes, el programa se ha
implementado para realizar las simulaciones con dos concentraciones de farmaco diferentes,
tanto empleando el método convencional como el método nuevo. Esto hace que cada vez que
se ejecute el programa se realicen cinco simulaciones diferentes:

v" Simulacién empelando el modelo original (control)

v" Simulacién empleando el método convencional para la primera concentracién de
farmaco indicada

v" Simulaciéon empleando el método convencional para la segunda concentracién de
farmaco indicada

v" Simulaciéon empleando el método nuevo para la primera concentracion de farmaco
indicada

v" Simulacién empleando el método nuevo para la segunda concentracidon de farmaco
indicada

El siguiente paso una vez realizadas las cinco simulaciones es proceder al calculo de la evolucidn
del factor de bloqueo con el tiempo, empleando la ecuaciéon 19 teniendo en cuenta la
dependencia de los parametros a, h y k con el voltaje. Ademads, en este punto se procede al
calculo de la corriente I _en el caso de que ésta no sea proporcionada dentro de los resultados

de la simulacidn aplicando la ecuacion 24.

Finalmente, se procede a mostrar los resultados indicados en el apartado 5.1. en forma de
ventanas emergentes una vez finalizada la simulacidn. Esta presentacion de los resultados se ha
realizado de forma muy visual, empleando representaciones graficas y diagramas para una
comprension rapida de los resultados.

Se muestra un esquema del flujo de trabajo de esta fase en la figura 22.
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Figura 22. Fase 2: Aplicacion de los parametros de simulacion al modelo elegido y representacion de los
resultados obtenidos.

~

eEjecucion del modelo de simulacién empleando los datos obtenidos en la fase 1

*Se ejecutan 5 simulaciones: control, modelo convencional para dos concentraciones y modelo

Ejecucion del nuevo para dos concentraciones

modelo de
simulacion )

eCalculo de la evolucién con del tiempo del factor de bloqueo voltaje-dependiente
eCalculo de la evolucién con el tiempo de la corriente IKr en el caso de que no sea calculada por
Calculo de la el modelo de simulacién

corriente IKr y del
factor de blogueo J

eRepresentacion de los potenciales de accidn, del factor de bloqueo y de la corriente IKr para la
simulacién completa, los Ultimos 5 potenciales de accidn y el Gltimo potencial de accién

eRepresentacion de las concentraciones de calcio y sodio durante toda la simulacién
eCalculo de los APD90 y representacién en un diagrama de barras

Representacion de
los resultados
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6. Estudio comparativo de los modelos de farmacos

6.1. Eleccion del modelo de simulacion

Una vez desarrollado el programa informatico VDBS, se procedid a realizar un estudio
comparativo para observar las diferencias en la simulacién de la actividad eléctrica de los
cardiomiocitos en funcion de si el factor de blogqueo se estima sin tener en cuenta su
dependencia con el voltaje (método convencional) o si se estima modelando esta dependencia
(método nuevo). Por supuesto, siempre trabajando con farmacos voltaje-dependientes para
ambos casos.

Llegados a este punto se realizd una busqueda bibliografica en busca de los datos
experimentales necesarios para poder simular la actividad eléctrica empleando el método
nuevo. Los datos experimentales necesarios para poder estimar la dependencia del factor de
bloqueo con el voltaje y ademds poder comparar los resultados obtenidos mediante ambos
métodos son los siguientes:

v Curvas experimentales de la corriente de cola (I;4;;) frente a concentracién de farmaco
medidas para diferentes potenciales de membrana.

v" Curva de factor de blogueo frente a concentracién de farmaco empleando el método
convencional (para un Unico potencial de membrana, usualmente 0 mV).

v" Potencial de accién en control y administrando, al menos, una concentraciéon de
farmaco que bloquee el canal iénico pero sin llegar a bloquearlo completamente.

Tras esta busqueda bibliografica para las diferentes especies cuyo modelo de simulacion estaba
implementado (cobaya, conejo y perro) se observé una gran escasez de articulos cientificos en
qgue se encontraran estos datos. No obstante, la imposibilidad de poder realizar estos
experimentos obligaba a basarse en estos estudios, aunque no cumplieran todos los requisitos
deseables (mediciéon de todos los datos en cardiomiocitos y no en otros tipos de células,
realizacion de los experimentos en condiciones fisiolégicas y no a temperatura ambiente, etc.).
En cuanto a la corriente afectada se escogio la corriente Iy _como ya se ha indicado previamente,
dada su influencia directa en diferentes patologias como los Torsades de Pointes y que era con
diferencia la corriente con mds estudios realizados.

En un principio se pensé que el modelo de perro de Decker et al. 2009 (Decker et al., 2009) era
el mas 6ptimo para realizar el estudio por ser un modelo con la corriente I sobreestimada, lo
cual facilitaba poder observar los efectos del bloqueo voltaje-dependiente de esta corriente. No
obstante, la imposibilidad de encontrar los datos necesarios en esta especie obligd a descartar
este modelo. En consecuencia, se tuvo que pasar a emplear uno de los dos modelos restantes
(conejo y cobaya), aunque no eran los mds 6ptimos por ser modelos con la corriente Iy
subestimada y ello hacia que su bloqueo no se viera traducido en variaciones apreciables en el
potencial de accion celular simulado.

Finalmente, y en vista de que existian mas estudios realizados en cobaya que en conejo se
decidio la realizacion del estudio en cobaya con el modelo de Livshitz y Rudy 2007 (Livshitz y
Rudy, 2007), aunque como se explica mdas adelante, fuera necesario realizar un anadlisis de
sensibilidad de este modelo.
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6.2. Resultados preliminares
En un primer momento se realizod el estudio empleando el modelo de cobaya de Livshitz y Rudy
2007 original (Livshitz y Rudy, 2007) para los Unicos dos farmacos para los que se encontraron
todos los datos necesarios definidos en el punto 6.1: Promethazine y el Desipramine. A
continuacion se muestran los resultados obtenidos para ambos farmacos.

s Promethazine

e Datos experimentales empleados

Tabla 1. Datos experimentales (Promethazine).

Datos experimentales (Promethazine) (Jo et al., 2009)

Corrientes
Células Ovocitos de Xenopus
Temperatura Ambiente
Potenciales de accion
Células Miocitos ventriculares de cobaya
Temperatura Ambiente
Frecuencia de estimulo (Hz) 0.33
BCL (ms) 3030
Concentraciones de farmaco (uM) 10 100
AAPDI90 (%) 38 45
Método convencional
Voltaje de test (mV) 0
IC50 (LM) 91.8

e Simulacion

Tabla 2. Pardmetros de simulacién (Promethazine).

Parametros de simulacion (Promethazine)

Caso de ajuste de las curvas sigmoides de factor de Caso 3 (a=1,h=1,k libre)
bloqueo frente a concentracion
Ecuacidn de ajuste de k frente al voltaje Exponencial de un término

Concentraciones de farmaco (uM) 10 100
Factor de bloqueo por el método convencional 0.098 0.52
BCL (ms) 3030
FREQ (potenciales de accion) 150



Figura 23. Estabilizacion de la concentracién de sodio (Promethazine, modelo de Livshitz original).
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[Ca®+] (mM) [Ca®+] (mM) [Ca®+] (mM) [CaZ+] (mM)

[Ca?+] (mM)

ura 24. Estabilizacion de la concentracion de calcio (Promethazine, modelo de Livshitz original).
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Figura 25. Resultados de la simulacién (Promethazine, modelo de Livshitz original).

Potencial de accién

50 T T
S o §
E
Q@ control
S — — convencional 10 microM
L S0 — — convencional 100 microM
nuevo 10 microM
nuevo 100 microM
-100 1 1 I I I 1 1 l I I I
45148 4515 4.5152 45154 45156 4.5158 4.516 4.5162 4.5164 4.5166 4.5168
Tiempo (ms) %105
IKr
1.5 T T
control
— — convencional 10 microM
2 1H—— convencional 100 microM |
o nuevo 10 microM
L2 nuevo 100 microM
E
_Xos5f
0 | | | |
45148 4515 45152 45154 45156 4.5158 4516 4.5162 4.5164 4.5166 4.5168
Tiempo (ms) %10°
Factor de bloqueo
0.8 T T T T T T T T T T T

o 04 — — convencional 10 microM | |
— — convencional 100 microM
nuevo 10 microM
0.2 nuevo 100 microM

0 L I | | I L I | | I
45148 4515 45152 45154 45156 4.5158 4516 45162 4.5164 4.5166 4.5168

Tiempo(ms) %10°

Tabla 3. Resultados de la simulaciéon (Promethazine, modelo de Livshitz original).

Resultados de la simulacion (Promethazine, modelo de Livshitz original)

Caso de simulacion Concentracion de farmaco APD90 (ms) | AAPD90 (%)
(LM)

=
OOI

Control 163.9 ---
Método convencional 166.6 1.65
Método convencional 100 179.5 9.52

Método nuevo 10 168.1 2.56
Método nuevo 100 183.4 11.9



% Desipramine

e Datos experimentales empleados

Tabla 4. Datos experimentales (Desipramine).

Datos experimentales (Desipramine) (Hong et al.

, 2010) (Staudacher et al., 2011)

Corrientes
Células
Temperatura

Ovocitos de Xenopus
Ambiente

Potenciales de accién
Células Miocitos ventriculares de cobaya

Temperatura

Frecuencia de estimulo (Hz)

BCL (ms)

Concentraciones de farmaco (uM)
AAPD90 (%

Fisioldgica
0.5
2000
1 10
23.7 54.7

Método convencional

Voltaje de test (mV)
IC50 (uM)

e Simulacion

Tabla 5. Parametros de simulacién (Desipramine).

177.3

tros de simulacion (Desipramine)

Caso de ajuste de las curvas sigmoides de factor de
bloqueo frente a concentracion

.z

Ecuacion de ajuste de k frente al voltaje

Caso 3 (a=1,h=1,k libre)

Exponencial de un término

Concentraciones de farmaco (uM) 1 10
Factor de bloqueo por el método convencional 0.0056 0.053
BCL (ms) 2000

FREQ (potenciales de accion) 100
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Figura 26. Estabilizacion de la concentracién de sodio (Desipramine, modelo de Livshitz original).
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Figura 27. Estabilizacion de la concentracion de calcio (Desipramine, modelo de Livshitz original).
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Figura 28. Resultados de la simulacién (Desipramine, modelo de Livshitz original).

Potencial de accion

50 T T T T T T T T T
S .
£
o —— control
o) — — convencional 1 microM
g 50 E — — convencional 10 microM
—nuevo 1 microM
nuevo 10 micrah
_,.lDD | 1 | 1 1 1 1 1 -I
1.98 1.9802 1.9804 1.9806 1.9808 1.981 1.8812 1.9814 1.8816 1.9818
Tiempo (ms) %10%
IKr
1.2 T T T T T T T T T
1k |[——contral 4
— — convencional 1 microM
o o8F |—— comvencional 10 microl B
o — nueva 1 microM
E 0.6 nuevo 10 micraM i
=04
0.2
D 1 1 1 1
1.98 1.9802 1.9804 1.9806 1.9808 1.981 1.9812 1.9814 1.8816 1.9818
Tiempo {ms) %10°
Factor de bloqueo
0.4 T T T T T T T T T
— — convencional 1 microh
— — comvencional 10 microM
0.3 ) T
—— nueva 1 microM
nuevo 10 microh
o 02
0.1 L
r--._ -~ -t "
D————J————-l—————L————I————I————I—___I_____:—-l'—— 1
1.98 1.8802 1.9804 1.9806 1.9808 1.981 1.8812 1.9814 1.8816 1.9818

Tiempo(ms) %10°

Tabla 6. Resultados de la simulacién (Desipramine, modelo de Livshitz original).

Resultados de la simulacién (Desipramine, modelo de Livshitz original)

APDI0ms) | 44PD0C
(uM)

159.1

1 159.2 0.06
10 160.5 0.88
1 159.6 0.31
10 163.9 3.02
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+* Conclusiones

Tras estos primeros resultados se puede afirmar que la inclusién en el modelo de la dependencia
del factor de bloqueo con el voltaje proporciona unos resultados de alargamiento del APD90
mas cercanos a los experimentales. No obstante, los valores de alargamiento obtenidos se
guedan muy lejos de los obtenidos de forma experimental, lo cual hace pensar que la corriente
Ik, se encuentra subdimensionada en el modelo de simulacion empleado. Para corroborar si
esto es cierto y si se podria corregir, se realiza en el siguiente apartado (punto 6.3) un analisis
de sensibilidad del modelo de Livshitz de cobaya empleado.

6.3. Analisis de sensibilidad

Debido a que los bloqueos de la corriente Ix_en el apartado anterior no se ven reflejados en un
alargamiento del APDy, como el medido de forma experimental, se va a proceder en este punto
a realizar un analisis de sensibilidad del modelo empleado (modelo de Livshitz de cobaya) para
comprobar si la corriente I se encuentra subdimensionada y si es posible corregir este hecho
para que los alargamientos del APDgy, sean mas cercanos a los experimentales.

6.3.1. Estudio preliminar

Como paso previo se ha realizado un estudio preliminar con el fin de discernir cudles son las
corrientes que mas afectan a la duracion del potencial de accién y asi tener una primera
aproximacién a la importancia de los bloqueos de las distintas corrientes. Para ello, se han
elegido las corrientes mas importantes y se ha procedido a aumentar/reducir la conductividad
de estas corrientes en un 30% para posteriormente hallar el APDy, en cada caso. Ademas, este
proceso se ha repetido para varios BCL.
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Tabla 7. Estudio preliminar modelo de cobaya de Livshitz.

Estudio preliminar modelo de Livshitz de cobaya (FREQ=300 PA)
Incremento BCL = 500 ms BCL =800 ms
I dela

corriente APD90 (ms) | AAPD90 (%) | APD90 (ms) | AAPD90 (%) | APD90 (ms) | AAPD90 (%)
(%)

Control 121.7 - 138.6 - 159.1 -

-30 127.6 4.85 146.1 5.41 167.7 5.41
Iy,

30 116.4 -4.35 132.0 -4.76 151.4 -4.84

-30 131.3 7.89 150.5 8.59 174.5 9.68
Ig,

30 114.8 -5.67 130.2 -6.06 148.4 -6.73

-30 122.5 0.66 139.6 0.72 160.0 0.57

30 121.0 -0.58 137.7 -0.65 158.1 -0.63

-30 113.9 -6.41 128.2 -7.50 144.4 -9.24
’CaL

30 128.0 5.18 147.3 6.28 171.6 7.86

-30 111.7 -8.22 121.5 -12.34 130.2 -18.16
INaK

30 129.6 6.49 150.1 8.30 174.3 9.55

En vista de los resultados podemos concluir que se puede despreciar la corriente IKp ya que
afecta muy poco al APDq, por lo que el estudio de sensibilidad se realizara sobre las corrientes

I, Ik, Icar © Inak-
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6.3.2. Analisis bibliografico

Un andlisis de sensibilidad se basa en proceder a bloquear una corriente idnica, simular la
actividad eléctrica en ese caso y comparar los cambios producidos en el potencial de accién
simulado con los producidos en el potencial de accién experimental. Este proceso se repite para
todas las corrientes idnicas a estudiar y aplicando diferentes factores de bloqueo.

En nuestro caso la comparacion de los potenciales de accién simulados y experimentales se
basara en la medida APDqy relativa a la duracion del potencial de accidn. Por ello, para poder
proceder a realizar el andlisis de sensibilidad se ha procedido a realizar esta busqueda
bibliografica para obtener datos experimentales de distintos bloqueos de las corrientes a
estudiar y las mediadas de APDgy correspondientes a cada uno de estos bloqueos.

Los criterios de busqueda fueron los siguientes:

v" Farmacos voltaje-independientes

v" Farmacos que bloqueen solamente a una de las corrientes

v" Medidas de corriente en miocitos ventriculares de cobaya o en células embrionarias de
rifidn humano 293 (Human Embryonic Kidney 293 cells) que se denominaran de ahora
en adelante como células HEK-293.

v" Medidas de potencial de accién en miocitos ventriculares de cobaya (se tuvo que afiadir
el caso de musculos papilares de cobaya por falta de datos)

v" Medidas realizadas a temperatura fisiolégica (35°C — 37°C) (este criterio no pudo
cumplirse en todos los casos)

v' Corrientes a estudiar: Ig., Ik Icars Inak
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‘0

% Corriente I

> Farmaco E-4031

Tabla 8. Medias experimentales para I, empleando el farmaco E-4031.

Medidas experimentales para I, empleando el formaco E-4031 (Davie et al., 2004)
(Kiyosue, Arita, Muramatsu, Spindler y Noble, 1993)
Condiciones experimentales

Temperatura de medida Fisiolégica
de las corrientes
Células en que se mide la Células HEK-293
corriente
Temperatura de medida Ambiente ( APD90/2.5 para pasar a temperatura fisioldgica)
de los potenciales de
accion
Células en que se mide el Miocitos ventriculares de cobaya
potencial de accion
5000

Resultados

[E —4031] Factor de bloqueo (%) APD90 (ms) AAPD90 (%)

0 (control) 0 175.60 ---
0.01 17.4 190.53 8.50
0.03 44.4 214.58 22.20
0.1 73.5 265.51 51.20
0.3 86.5 314.50 79.10

92.9 343.47 95.60

Tabla 9. Simulacidn para I, empleando el farmaco E-4031.

Simulacién para Iy empleando el farmaco E-4031

Condiciones experimentales

5000
FREQ (niimero de 100
potenciales de accion)
Tiempo total de 500000

simulacién (ms)
Resultados

[E —4031] Factor de bloqueo (%) APD90 (ms) AAPD90 (%)

0 (control) 0 167.8 -
0.01 17.4 172.5 2.80
0.03 44.4 180.5 7.57
0.1 73.5 190.3 13.41
0.3 86.5 195.2 16.33

92.9 197.7 17.82
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> Farmaco Dofetilide

Tabla 10. Medias experimentales para I, empleando el farmaco Dofetilide.

Medidas experimentales pa empleando el farmaco Dofetilide (Kang et al., 2004) (Jurkiewicz y Sanguinetti, 1993)

Condiciones experimentales

Temperatura de medida Fisiolégica
de las corrientes

Células en que se mide la Miocitos ventriculares de cobaya
corriente
Temperatura de medida Fisioldgica
de los potenciales de
accion
Células en que se mide el Miocitos ventriculares de cobaya
potencial de accion

Resultados

49 344.25 53
76 371.25 65

Tabla 11. Simulacion para I, empleando el farmaco Dofetilide.

Simulacién para Iy empleando el farmaco Dofetilide

Condiciones experimentales
BCL (ms) 1000

potenciales de accion)
iempo total de 300000
simulacién (ms)

Resultados

(uM)
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% Corriente I

> Farmaco Chromanol 293B

Tabla 12. Medias experimentales para Iy, empleando el férmaco Chromanol 293B.

Medidas experimentales para I, empleando el farmaco Chromanol 293B (Bosch et al., 1998)
(Lu, Kamiya, Opthof, Yasui y Kodama., 2001)
Condiciones experimentales

de las corrientes
Miocitos ventriculares de cobaya
corriente

Temperatura de medida Fisiolégica
de los potenciales de
accion

Células en que se mide el Miocitos ventriculares de cobaya
potencial de accion

FET [ ET

[E —4031] Factor de bloqueo (%) APD90 (ms) APD90 (ms) AAPD90 (%)
(experimento 1) (experimento 2)

0 (control) 0 125.3 222.2 -
50 170.2 - 35.83
81.7 - 274.4 23.49

Tabla 13. Simulacién para Iy, empleando el farmaco Chromanol 293B.

Simulacién para I;_ empleando el farmaco Chromanol 293B

Condiciones experimentales

1000
FREQ (niimero de 300
potenciales de accion)
iempo total de 300000

simulacién (ms)
Resultados

[Dofetilide] Factor de bloqueo (%) APD90 (ms) AAPD90 (%)
uM

0 (control) 0 145.2 —
50 170.8 17.63
81.7 211.7 45.80
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» Farmaco HMR 1556

Tabla 14. Medias experimentales para Iy empleando el fdrmaco HMR 1556.

Medidas experimentales para I empleando el farmaco HVMR 1556 (Gdgelein, Briiggeman, Gerlach, Brendel y Busch, 2000)

Condiciones experimentales
Temperatura de medida Fisiolégica
de las corrientes
Células en que se mide la Miocitos ventriculares de cobaya
corriente

Temperatura de medida Fisiolégica
de los potenciales de
accion

Células en que se mide el Musculo papilar de cobaya
potencial de accion

Resultados

[E —4031] Factor de bloqueo (%) APD90 (ms) AAPD90 (%)
uM

0 (control) 0 180.97 ---
94.90 217.67 20.28

Tabla 15. Simulacion para Iy, empleando el férmaco HMR 1556.

Simulacién para Iy empleando el fairmaco HMR 1556

Condiciones experimentales

FREQ (niimero de 300
iales de ac
empo total de 300000
simulacién (ms)

Resultados

[Dofetilide] Factor de bloqueo (%) APD90 (ms) AAPD90 (%)
umM
0 (control) 0 145.2 -
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»  Corriente Ic,;

» Farmaco Nifedipine

Tabla 16. Medias experimentales para I-,;, empleando el fdrmaco Nifedipine.

Medidas experimentales para I;,; empleando el farmaco Nifedipine (Sensch, Vierling, Brandt y Reiter, 2000)

Condiciones experimentales
Temperatura de medida Fisiolégica
de las corrientes
Células en que se mide la Miocitos ventriculares de cobaya
corriente

Temperatura de medida Fisiolégica
de los potenciales de
accion
Células en que se mide el Musculo papilar de cobaya
potencial de acciéon

BCL (ms) 1000

Resultados

[Dofetilide] Factor de bloqueo (%) APD90 (ms) AAPD90 (%)
uM

0 (control) 0 180.50 ---
0.01 3.05 167.90 -6.98
0.03 8.62 153.80 -14.79
0.1 23.92 131.90 -26.93
0.3 48.54 111.00 -38.50

Tabla 17. Simulacidn para I-,; empleando el fdrmaco Nifedipine.

Simulacién para I;,; empleando el farmaco Nifedipine

Condiciones experimentales

BCL (ms) 1000

FREQ (niimero de 300
potenciales de accion)
mpo total de 300000
simulacién (ms)

LET I ET [

[Dofetilide] Factor de bloqueo (%) APD90 (ms) AAPD90 (%)
uM
0 (control) 0 145.2 ---
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% Corriente Iy,
» Farmaco PST2744

Tabla 18. Medias experimentales para Iy,x empleando el fadrmaco PST2744.

Medidas experimentales para Iy,x empleando el farmaco PST2744 (Rocchetti et al., 2003)
Condiciones experimentales

de las corrientes
Miocitos ventriculares de cobaya
corriente

Temperatura de medida Fisiolégica
de los potenciales de
accion
Células en que se mide el Miocitos ventriculares de cobaya
potencial de acciéon

[Dofetilide] Factor de bloqueo (%) APD90 (ms) AAPD90 (%)
uM

0 (control) 0 154.00 ---
0.5 18.30 140.91 -8.50
) 27.90 112.27 -27.10
(0] 55.00 93.79 -39.10

Tabla 19. Simulacion para Iy, empleando el fdrmaco PST2744.

Simulacién para I,k empleando el farmaco PST2744
Condiciones experimentales
FREQ (niimero de 600
potenciales de accion)
mpo total de 300000
simulacién (ms)

Resultados

[Dofetilide] Factor de bloqueo (%) APD90 (ms) AAPD90 (%)
umM
0 (control) 0 121.70 -



6.3.3. Modelos modificados y justificacion del modelo elegido

Llegados a este punto se apreciaron las siguientes diferencias entre los resultados
experimentales y los simulados:

V' Corriente Iy muy subdimensionada
Corriente Ix_muy sobredimensionada

Corriente I, ligeramente subdimensionada

AR

Corriente Iyqx ligeramente subdimensionada

Por tanto, a continuacién se procedié reducir estas diferencias. Para ello se procedio a seguir el
siguiente procedimiento:

I. Reduccion de la corriente Ix. que conlleva un aumento del parametro APDgy, en
condiciones de control. Con esta accion se pretende subdimensionar la corriente I_.

Il.  Aumento de la corriente Ix_hasta que el parametro APDg, en control disminuya y se
sitde en un valor cercano al original. Con esta accién se pretende sobredimensionar la
corriente I .

M. Comprobacién de que los cambios introducidos no provoquen que los valores de I,; e
Inak se alejen demasiado de los valores experimentales.

Siguiendo este procedimiento se realizaron diversas pruebas buscando que los resultados
obtenidos con las simulaciones se ajustaran lo maximo posible a los experimentales. Como
resultado de este proceso se obtuvieron dos modelos que mejoraban los resultados originales,
los cuales se presentan a continuacion.
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Tabla 20. Resultados obtenidos empleando el modelo modificado 1.

Modelo 1

Modificacién de las corrientes Iy e Iy,

Factor de bloqueo de 52
I (%)
Factor de aumento de 77
Ig, (%)
Ig,

8.00 1.52 3.17
30.00 434 9.30
“ 53.00 9.44 21.76
65.00 15.63 41.60
76.71 18.83 81.27
Iy,
35.83 17.63 9.23
23.49 45.80 18.25
“ 20.28 104.41 23.48

ICaL

-6.98 -0.76 -0.90
-14.79 -2.13 -2.69
-26.93 -6.20 -7.92
-38.50 -14.33 -18.46

INaK

Factor de bloqueo (%) | AAPD90 (%) experimental | AAPD90 (%) modelo original | AAPD90 (%) modelo modificado

18.3 -8.50 -6.90 -11.98
27.9 -27.10 -11.18 -18.73
-39.10 -24.90 -37.67

Se puede observar que los resultados obtenidos mediante este primer modelo se aproximan
mas a los experimentales que los obtenidos con el modelo original. Por lo que respecta a la
corriente Iy, se logran unos incrementos de APDgy muy similares a los experimentales para el
caso de bloqueos altos, empeorando estos resultados si tratamos con factores de bloqueo bajos.
Esto hace que este modelo mejore mucho la simulacién para el caso de bloqueos altos de Iy ,
pero que no mejore tanto si se trabaja con bloqueos bajos de esta corriente.

Por lo que respecta al resto de corrientes, vemos que la corriente Ix_se reduce hasta valores
bastante cercanos a los experimentales y que las corrientes I, € Iyax también estan mas
proximas a los valores deseados.

En conclusion, este modelo es util para cualquier factor de bloqueo de Ik , pero funciona mejor
para los casos con factores de bloqueos altos (superiores al 80%).



Tabla 21. Resultados obtenidos empleando el modelo modificado 2.

Modelo 2

Modificacién de las corrientes Iy e Iy,

Factor de bloqueo de 70
I (%)
Factor de aumento de 106
Ig, (%)
Ig,

8.00 1.52 3.93
30.00 434 11.92
“ 53.00 9.44 29.43
65.00 15.63 68.5
76.71 18.83
Iy,

35.83 17.63 5.90
23.49 45.80 10.80
“ 20.28 104.41 13.30

ICaL

-6.98 -0.76 -1.03
-14.79 -2.13 -2.96
-26.93 -6.20 -8.70
-38.50 -14.33 -19.85

INaK

Factor de bloqueo (%) | AAPD90 (%) experimental | AAPD90 (%) modelo original | AAPD90 (%) modelo modificado

18.3 -8.50 -6.90 -13.70
27.9 -27.10 -11.18 -21.10
-39.10 -24.90 -40.66

Este segundo modelo pretende mejorar el comportamiento del modelo anterior para el caso de
bloqueos de Ik bajos (inferiores al 80%). Para ello, se procedid a reducir ain mas la corriente
Ik, y, en consecuencia, a aumentar la corriente Iy para mantener el mismo APDgy, en
condiciones de control. Esto hace que la simulacion mejore bastante al emplear factores de
blogueo de Iy entre el 50% y el 80%, pero con la limitacion de que no es factible simular
blogueos de Iy superiores al 80% por producirse errores en la simulacion. En cuanto a bloqueos
inferiores al 50% los valores no difieren mucho de los obtenidos con el modelo 1.

Por lo que respecta al resto de corrientes, los valores para Ix_disminuyen bastante, situandose
por debajo de los experimentales. Esto hace que este modelo empeore en este sentido en
comparacion con el modelo 1, pero los valores aun siguen siendo mucho mas préximos a los
experimentales que los obtenidos con el modelo original.



En cuanto a las corrientes I}, € Iyqx, 10s valores de AAPD90 (%) siguen estando muy préximos
a los experimentales, incluso con valores mas cercanos que los obtenidos con el modelo 1.

En conclusion este segundo modelo es util cuando pretendamos simular bloqueos de I,
menores al 80%, pero teniendo en cuenta la limitacién de que en ningin momento el bloqueo
de esta corriente debe superar este porcentaje.

También cabe destacar que para bloqueos inferiores al 50% el modelo 2 tampoco presenta una
gran mejora con respecto al original, pero una mayor disminucion de la corriente I_ya no era
factible ni realista y por tanto el método seguido no permitia una mejora del modelo para estos
casos. Cabe destacar que para tratar de solucionar este problema se realizaron pruebas
modificando otras corrientes a parte de Ix_e I, pero los resultados no fueron satisfactorios.

+»+ Justificacion del modelo elegido

Dado que en los casos de los dos farmacos estudiados (Promethazine y Desipramine), los
blogueos de la corriente I _aplicados son bajos (inferiores al 80%), se decidi6 emplear el modelo
2. Esta decisién se tomd principalmente por el hecho de que una de las concentraciones
estudiadas de Promethazine presentaba bloqueos cercanos al 70%, ya que en el resto de los
casos los bloqueos son muy bajos (inferiores al 50%), caso en que no existe apenas diferencias
entre ambos modelos.
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6.4. Resultados finales

«* Promethazine

Con los parametros de simulacién de la Tabla 2 obtenemos los siguientes resultados empleando
el modelo de Livshitz de cobaya modificado.

Figura 29. Estabilizacion de la concentracion de sodio (Promethazine, modelo de Livshitz modificado).
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ura 30. Estabilizacion de la concentracion de calcio (Promethazine, modelo de Livshitz modificado).
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Figura 31. Resultados de la simulacion (Promethazine, modelo de Livshitz modificado).

Potencial de accién

50 T T T
S o .
E
o control
o) — — convencional 10 microM
o 50 — — convencional 100 microM -
> }
nuevo 10 microM
nuevo 100 microM
2100 ! ! ! 1 L L
4.515 4.5155 4.516 4.5165 4.517 45175
Tiempo (ms) x10%
IKr
1.5 T
control
— — convencional 10 microM
— | | — — convencional 100 microM |
< 1 i =N ==
o nuevo 10 microM e N
o nuevo 100 microM = _ = \ \
E === \ \
_Lo05¢F e \ \ -
\ \
\
\ A N
0 ! ! 1 | . — >~
4.515 4.5155 4.516 4.5165 4.517 4.5175
Tiempo (ms) «10°
Factor de bloqueo
0.8 T T T T T T

o 04+ — — convencional 10 microM |
— — convencional 100 microM
nuevo 10 microM

nuevo 100 microM

4.515 4.5155 4.516 4.5165 4.517 45175
Tiempo(ms) x10°

Tabla 22. Resultados de la simulacion (Promethazine, modelo de Livshitz modificado).

Resultados de la simulacion (Promethazine, modelo de Livshitz modificado)

Sl
(uM)
0 -

10 178.7 4.56
100 227.8 333
10 184.1 7.7
100 254.1 48.7
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¢ Desipramine

Con los parametros de simulacién de la Tabla 5 obtenemos los siguientes resultados empleando
el modelo de Livshitz de cobaya modificado.

Figura 32. Estabilizacion de la concentracion de sodio (Desipramine, modelo de Livshitz modificado).
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Figura 33. Estabilizacion de la concentracion de calcio (Desipramine, modelo de Livshitz modificado).
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Figura 34. Resultados de la simulacion (Desipramine, modelo de Livshitz modificado).
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Tabla 23. Resultados de la simulacion (Desipramine, modelo de Livshitz modificado).

Resultados de la simulacién (Desipramine, modelo de Livshitz modificado)

APD90 (ms) | AAPD90 (%)

(uM)
10 178.2 9.8

Método nuevo

61



7. Analisis de los resultados

En este apartado se van a comparar por un lado los resultados obtenidos empleando los dos
métodos de estimacién del factor de bloqueo (voltaje-independiente y voltaje-dependiente) y,
por otro lado, las diferencias en los resultados al emplear el modelo de Livshitz modificado en
comparacion con emplear el modelo original.

Con el objetivo de poder comparar la distancia entre el AAPD90 (%) simulado y el experimental
en cada uno de los casos de forma normalizada, se empleara el siguiente pardmetro de error
(ecuacidn 25):

Ecuacion 25

|AAPD90experimental(%) - AAPD9051'mulado (%)l

-100
AAPD90xperimentar (%)

el (%) =

El principal objetivo de este pardmetro es medir la diferencia entre el
AAPDO90cxperimentat (%) y €l AAPD90g;myiaq0(%). No obstante, si solamente se realizara la
diferencia entre ambos valores, el resultado obtenido no podria compararse entre distintos
farmacos, ya que dependeria del valor del AAPD90yperimentar (%) y no de la similitud entre
ambos valores. Para solucionar este aspecto se normaliza esta diferencia entre el
AAPD90cxperimentat (%), de forma que un 0% de error indicaria que ambos valores son iguales,
mientras que un 100% de error indicaria que el AAPD90cyperimentar(%) es el doble que el
AAPDgOsimulado (%)-

A continuacidn se presenta la comparaciéon de los resultados obtenidos con cada uno de los
farmacos y las conclusiones obtenidas a partir de los resultados.
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+* Promethazine

Tabla 24. Comparacion de los resultados obtenidos con el fdrmaco Promethazine.

Comparacion de los resultados obtenidos con el farmaco Promethazine

[Promethazine]| = 10 uM

Modelo de simulacién Método de estimacion del factor de bloqueo |€](%)

Voltaje-independiente (convencional) 95.66
Voltaje-dependiente (nuevo) 93.26
Voltaje-independiente (convencional) 88.00
Voltaje-dependiente (nuevo) 79.74

[Promethazine] = 100 uM

Modelo de simulacion Método de estimacion del factor de bloqueo |€] (%)

Voltaje-independiente (convencional) 78.84
Voltaje-dependiente (nuevo) 73.56
Voltaje-independiente (convencional) 26.00
Voltaje-dependiente (nuevo) 8.22

o Modelo de Livshitz original

En cuanto a las simulaciones empleando el modelo de Livshitz original, se observa que para
ambas concentraciones se logra reducir el error empleando el método voltaje-dependiente de
estimacion del factor de bloqueo. No obstante, esta reduccién del error es bastante reducida
debido a que en el modelo de Livshitz original la corriente Iy se encuentra subdimensionada,
tal y como se ha demostrado en el apartado 6.3.2. Este hecho hace que las modificaciones de
este corriente tengan muy poco efecto sobre el potencial de acciéon y que no pueda apreciarse
el efecto real de las variaciones en el bloqueo de [y sobre la duracion del potencial de accion.

¢ Modelo de Livshitz modificado

En cuanto a las simulaciones empleando el modelo de simulacién modificado (modelo 2 descrito
en el apartado 6.3.3) se aprecia una reduccién notable del error para ambos métodos de
estimacion del factor de bloqueo gracias a que se ha aumentado la importancia de la corriente
Ix_en el modelo Yy, por tanto, se aprecia un efecto mayor de esta sobre el potencial de accion.

Esta reduccion del error es superior para el caso con una concentracion de Promethazine de
100 uM, ya que esta concentracion de farmaco produce bloqueos de la corriente [ de entorno
al 60% y, como puede observarse en la tabla 21, el modelo se aproxima bastante a los resultados
experimentales para este rango de bloqueos. No obstante, en el caso de emplear una
concentracién de Promethazine de 10 uM los bloqueos que produce son de en torno al 15%,
rango en que el modelo modificado se queda bastante lejos de los datos experimentales y, por
tanto, la mejora con respecto al modelo original es menor.



En cuanto a las diferencias entre ambos modelos de estimacién del factor de bloqueo, al
emplear el modelo modificado se aprecia una mayor diferencia entre ambos casos ya que las
diferencias en los valores de la corriente [i_tienen una mayor repercusion sobre la duracion del
potencial de acciéon. En cuanto al uso del método voltaje-dependiente, se aprecia que éste
disminuye el error cometido en ambos casos.

Para poder comparar de forma efectiva ambos métodos de estimacién del factor de bloqueo
debe estudiarse el caso en que se emplea una concentraciéon de Promethazine de 100 uM, ya
qgue es el caso en que el modelo de simulacién proporciona un mejor ajuste a los datos
experimentales. Por tanto, estudiando este caso es claro que el método voltaje-dependiente
proporciona una mejor estimacion del potencial de accién celular, ya que reduce el error en un
18 % con respecto a emplear el método voltaje-independiente convencional.

También cabe destacar que si comparamos el uso del modelo original con la estimacién del
factor de bloqueo convencional (punto de partida del trabajo) con el empleo del modelo
modificado con la estimacién del factor de bloqueo voltaje-dependiente la reduccién del error
es de un 87.44 %.
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7

«» Desipramine

Tabla 25. Comparacion de los resultados obtenidos con el farmaco Desipramine.

Comparacion de los resultados obtenidos con el farmaco Desipramine

[Desipramine] = 1 uM

Modelo de simulacién Método de estimacion del factor de bloqueo |€] (%)

Modelo de Livshitz original Voltaje-independiente (convencional) 99.75

Voltaje-dependiente (nuevo) 98.69
Modelo de Livshitz modificado Voltaje-independiente (convencional) 98.95
Voltaje-dependiente (nuevo) 95.32
[Desipramine] = 10 uM

Modelo de simulacion Método de estimacion del factor de bloqueo |€] (%)

Modelo de Livshitz original Voltaje-independiente (convencional) 98.39

Voltaje-dependiente (nuevo) 94.48
Modelo de Livshitz modificado Voltaje-independiente (convencional) 95.61
Voltaje-dependiente (nuevo) 82.08

o Modelo de Livshitz original

Como ocurria en el caso anterior, se observa que el método de estimacién del factor de bloqueo
voltaje-dependiente reduce el error cometido, per que el hecho de emplear un modelo de
simulacién con una corriente I subdimensionada provoca tanto que el error cometido con
ambos métodos sea alto como que las diferencias entre ambos métodos apenas se aprecien
sobre la duracion del potencial de accién.

e Modelo de Livshitz modificado

En el caso de emplear el modelo de simulacién modificado, se aprecia una reduccién del error
con respecto al uso del modelo original. No obstante, se presenta el problema de que los rangos
de bloqueo para ambas concentraciones de farmaco son muy bajas (alrededor del 10%) y, como
so observa en la tabla 21, el modelo modificado mejora muy poco para estos rangos de bloqueo.

En cuanto a las diferencias entre ambos métodos de estimacién del factor de bloqueo, se
observa que el método voltaje-dependiente disminuye el error de forma considerable
(alrededor del 13%), aunque el error sigue siendo alto ya que para los rangos de bloqueo
tratados el modelo modificado presenta una corriente [ aun muy subdimensionada.
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8. Conclusiones

En este Trabajo Fin de Grado, se ha desarrollado un nuevo programa informatico de simulacion
del comportamiento eléctrico de células excitables capaz de simular el efecto del bloqueo de un
canal idnico por parte de un fdrmaco voltaje-dependiente. A partir de las mediciones
experimentales de la corriente idnica afectada, el programa es capaz de, estimar el factor de
bloqueo del canal idnico con dependencia del potencial de membrana e introducirlo en un
modelo de simulacidn eléctrica dado. Ademas, también es capaz de realizar la simulacion del
efecto eléctrico del fdrmaco empleando tanto el método de estimacién del factor de bloqueo
convencional (voltaje-independiente) como el nuevo (voltaje-dependiente) con el objetivo de
poder comparar los resultados obtenidos empleando cada uno de los procedimientos.

Los resultados del trabajo demuestran que el programa informatico implementado es capaz de
mejorar la estimacion del bloqueo de un canal idénico por parte de un farmaco voltaje-
dependiente y, gracias a su implementacién en un modelo de simulacién, obtener unos
resultados de actividad eléctrica celular mas ajustados a los experimentales. Estos nuevos
resultados obtenidos representan la accién del fadrmaco sobre la actividad eléctrica de la célula
de manera mas fidedignay, por tanto, seran de gran ayuda para cualquier empresa farmacéutica
interesada en estudiar in silico cdmo afecta dicho farmaco a cualquier célula excitable que
presente canales iénicos afectados. Esto es de vital importancia a la hora de realizar estudios
pre-clinicos y poder predecir efectos a gran escala como, por ejemplo, el fendmeno de Torsades
de Pointes de forma previa a la administracidn del farmaco en humanos.

Por otra parte, como evaluaciéon del nuevo método de estimacion del factor de bloqueo frente
al modelo convencional, se ha realizado un estudio comparativo empleando el programa
informatico desarrollado. Para ello, se ha realizado un anadlisis bibliografico de datos
experimentales para posteriormente introducirlos en el programay simular la actividad eléctrica
de la célula. Asi se ha obtenido la actividad eléctrica simulada empleando ambos métodos y se
ha comparado con la actividad eléctrica medida de forma experimental.

Como se discute en el apartado 6.1, se presentd el problema de la gran escasez de articulos
cientificos que incluyeran todos los requisitos necesarios para el estudio, lo que obligd a estudiar
solamente dos tipos de farmacos voltaje-dependientes para los cuales si se encontré la
informacidn necesaria para cardiomiocitos de cobaya. A esto se debe afiadir el problema de que
ambos farmacos afectaban a la corriente Iy y esta se encontraba subdimensionada en el
modelo de simulaciéon empleado (modelo de cobaya de Livshitz y Rudy 2007), lo que obligd a
tener que realizar un estudio de sensibilidad del modelo.

Finalmente, tras realizar el estudio comparativo y teniendo en cuenta las muchas limitaciones
debidas a la falta de datos experimentales, se han obtenido resultados prometedores que
muestran que el empleo del nuevo método voltaje-dependiente de la estimacidn del factor de
bloqueo mejora los resultados de la simulacidn eléctrica de la célula excitable en comparacion
con el método convencional voltaje-independiente, ya que presenta unos resultados de APDy,
mas cercanos a los experimentales. No obstante, hay que tener en cuenta que solamente se
trata de un primer paso del estudio y que debe ampliarse al estudio de un mayor nimero de
farmacos aplicando las mismas condiciones experimentales para todos ellos.
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9. Posibles lineas futuras

En primer lugar, como se ha comentado en el apartado 8, deberia ampliarse el estudio
comparativo de ambos métodos de estimacion del factor de bloqueo con el fin de corroborar
los primeros resultados con en relevancia estadistica significativa. Dada la falta de resultados
experimentales en la literatura cientifica, este estudio requeriria de un laboratorio en el que
poder realizar tanto las medidas de las corrientes idnicas como de los potenciales de accién.

Como segundo paso a realizar después de confirmar que el método voltaje-dependiente mejora
la simulacion de la actividad eléctrica en 0D (a nivel de una sola célula aislada) estaria la
incorporacién del bloqueo voltaje-dependiente a un modelo de simulacion en tres dimensiones
que permitiera simular cémo afecta a la actividad eléctrica a nivel macroscoépico. Por ejemplo,
esto permitiria poder simular el electrocardiograma que se obtendria al administrar un farmaco
que afectara a los cardiomiocitos y asi se podria mejorar la comprension del efecto del farmaco
sobre la actividad eléctrica del corazén.

Cabe destacar que, de acuerdo a la definicidon de producto sanitario establecida en la directiva
2007/47/EC (Diario Oficial de la Union Europea L247 21 de septiembre de 2007), el programa
informatico desarrollado no puede ser considerado como un producto sanitario ya que no tiene
fines ni de diagndstico ni de terapia y tampoco estd pensado para ser utilizado en seres
humanos. Esto hace que no sea necesario considerar una futura inversidon para proceder al
marcado CE del producto y, por tanto, abarata futuros costes a la hora de comercializar el
programa.
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10. Presupuesto

Tabla 26. Capitulo 1 del presupuesto: Costes de personal.

Capitulo 1: Costes de personal

Perfil Numero Coste Coste Cuota Coste Justificacion y tareas a realizar

de horas unitario imputable patronal imputable
(sin cuota (37.45%) total
patronal)

Ingeniero 100.00h  30.00€/h  3,000.00 € 1,123.50 € 4,123.50€  Implementacion del programa
programador informatico para la simulacién del
efecto de los farmacos voltaje-
dependientes sobre la actividad
eléctrica de las células excitables.
Ingeniero 200.00h  40.00 €/h 8,000.00 € 2,996.00 € 10,996.00 € Definicién del nuevo modelo de
biomédico estimacion del factor de bloqueo de
un canal idénico por parte de un
farmaco  voltaje-dependiente  asi
como la indicacion de su inclusién en
un modelo de simulacién informatica.
También responsable del posterior
estudio comparativo entre el método
convencional y el nuevo método
definido.
Subtotal (sin cuota patronal) 11,000.00 €

Subtotal (con cuota patronal) 15,119.50 €

Tabla 27. Capitulo 2 del presupuesto: Costes de programas informdticos.

Capitulo 2: Costes de programas informaticos

Programa Coste total N2 de Duracion Periodo Coste IVA Coste Descripcion y
dela licencias dela de uso imputable (21%) imputable justificacion
licencia licencia (sin IVA) total
(sin IVA)
MATLAB 2,000.00 € 500.00 € 105.00 € 605.00 € Herramienta
R2016a para el

desarrollo del
programa
informatico..
Sistema 230.58 € 1 Indef. 1 afio 230.58 € 48.42 € 279.00 € Sistema
Operativo operativo a
Microsoft instalar en el
Windows equipo
10 Pro informatico y

sobre el que
se instalara el

programa
MATLAB.
Microsoft 445.45 € 1 Indef. 1 afio 445.45 € 93.55 € 539.00 € Paquete con
Office herramientas
Profesional ofimaticas
2016 para distintas
acciones
como la

redaccién de
la  memoria
del proyecto.

Subtotal (sin IVA) 1,176.03 €
Subtotal (con IVA) 1,423.00 €




Tabla 28. Capitulo 3 del presupuesto: Costes de hardware.

Capitulo 3: Costes de hardw

are

Descripcion Coste del Periodo de Periodo Coste IVA Coste Descripcion y

equipo amortizacion imputable (21%) imputable justificacion

(sin IVA) (sin IVA) total
Ordenador 1,114.88 € 743.26 € 156.08 € 899.34 € Ordenadores

personal personales

necesarios
para las
distintas
tareas del
proyecto  a
realizar tanto
por el
ingeniero
programador
como por el
ingeniero
biomédico.

(sin IVA)
(con IVA)

Tabla 29. Resumen del presupuesto.

del presupuesto (coi al e IVA incluidos)

Costes de personal 15,119.50 €

Costes de programas 1,423.00 €
informaticos
Costes de hardware 899.34 €

Total 17,441.84 €
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12. Anexo: Manual de usuario del programa
informatico VDBS

12.1. Instalacion y ejecucion del programa

Para llevar a cabo la instalaciéon del programa solamente es necesario introducir el CD
proporcionado en el lector de CD’s del ordenador y seguir los pasos de la instalacidn, ya que se
trata de un archivo ejecutable (.exe). Cabe destacar que no es necesario tener instalado el
programa MATLAB en el ordenador para poder ejecutar el programa, pero que durante la
primera vez que se instale el programa se descargard e instalard automaticamente el programa
informatico MATLAB Runtime 9.0.1 para poder llevar a cabo la instalacién, por lo que serd
necesaria una conexion a internet para poder instalar el programa VDBS por primera vez.

Nota: En caso de no ser posible una conexién a internet en la primera instalacién, puede
descargarse el programa informatico MATLAB Runtime 9.0.1 de la pagina web de MATLAB
http://es.mathworks.com/products/compiler/mcr/ .

12.2. Bloque 1: seleccion del modelo de simulacion y del caso de
ajuste de las curvas de factor de bloqueo frente a
concentracion de farmaco

En este momento aparecera la interfaz grafica de usuario de la figura 35.

Figura 35. Interfaz de usuario del bloque 1.

Seleccion del modelo

Seleccione el modelo de simulacién a emplear

[Seleccione el modele de simulacién] hd

Seleccion del caso

Seleccione el caso que desea simular

Caso 1 Caso 3
alibre , hlibre , k libre a=1,h=1, klibre

CASOD 1 CASO 3

Caso 2 Caso 4
a=1, hlibre, klibre a=1, h=nimero entero , k libre

CASO 2 CASO 4
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Esta primera ventana se divide en dos apartados:
+ Seleccion del modelo

En este apartado se debe indicar el modelo de simulacién que se desea emplear, pudiéndose
escoger uno de los cuatro incluidos en esta primera version del programa: Modelo de cobaya
de Livshitz original (Livshitz y Rudy, 2007), Modelo de cobaya de Livshitz modificado, Modelo
de conejo de Shannon (Shannon et al., 2004) y modelo de perro de Decker (Decker et al.,
2009).

Nota: Para mas detalles sobre los modelos consultar el apartado 5.2.

Nota: En caso de seleccionar uno de los cuatro casos de ajuste sin haber indicado previamente
el modelo de simulacion a emplear aparecerda un mensaje en pantalla para recordar al usuario
gue es necesario especificar el modelo de simulacién.

% Seleccion del caso

En este apartado se debe indicar cual de los cuatro casos implementados para el ajuste de las
curvas de factor de bloqueo frente a la concentracion de farmaco se desea. Se trata de curvas
sigmoides que se ajustan mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacion 26

a

factor de bloqueo =

k h
P
concentracion

Los casos de ajuste implementados son:
% Caso 1

Los tres parametros a, h y k se dejan libres y pueden tomar cualquier valor, siempre dentro de
unos limites bioldgicos establecidos.

% Caso 2

El parametro a se fija a 1, dejando los parametros h y k libres
< Caso 3

Los pardmetros a y h se fijan a 1, dejando el parametro k libre

% Caso4

El parametro a se fija a 1 y el parametro h se toma como el nimero entero mas préximo a la
media de los valores de h obtenidos para los voltajes estudiados. El parametro k se deja libre.

Nota: Para mas detalles sobre los casos de ajuste de las curvas de factor de bloqueo frente a
concentracién de farmaco consultar el apartado 4.2.
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12.3. Bloque 2: introduccion de los datos y parametros de
simulacion

En este punto el directorio de MATLAB cambiard automaticamente para situarse en el mismo
directorio que el cédigo del modelo de simulacidn elegido en el paso anterior. Todas las acciones
a realizar en este segundo bloque se desarrollan sobre la interfaz de la figura 36, aunque
dependiendo del caso de ajuste seleccionado en el bloque 1 aparecerd una ventana ligeramente
diferente en este punto, ya que apareceran los tres parametros de ajuste (a, h y k) o solamente
alguno/s de ellos.

@,

% Caso 1l:alibre, hlibrey k libre

Figura 36. Interfaz de usuario del bloque 2, casol.

CASO1: a libre, h lbre, k kbre

fﬁf

04

Este caso es el mas completo ya que aparecen los tres parametros de ajuste, por lo que se explica
en detalle. Para el resto de casos solo se explicaran las diferencias con este primer caso.

Como primera accion deben introducirse los datos necesarios para la estimacion de la
dependencia del factor de bloqueo con la concentracién de farmaco para cada uno de los
voltajes. Estos datos consisten en los valores de corriente de cola normalizados medidos a
diferentes potenciales de test y con diferentes concentraciones de farmaco mediante la técnica
de Patch Clamp. Los datos deben introducirse en un fichero .mat, de nombre DATA y con el
formato mostrado en la figura 37.
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Figura 37. Formato de introduccion de los datos.

P4 Variables - DATA

DATA
£H 8x9 double Concentraciones
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 NaN|| 0 1 3 10 20 50 100 300)
2 -20) 0.7052 0.6536 0.6317 0.5960 0.5286 03778 0.2528 0.1814
3 8 -10) 0.8839 0.8442 0.8145 0.7569 0.6558 0.4494 0.2847 0.1855
4 E 0 0.9556 0.9218 0.8960 0.8067 0.6917 0.4595 0.2889 0.1897]
5 5.~ 10 0.9736 0.9538 0.9220 0.8129 0.6859 0.4538 0.2950 0.1958)
6 g 20 0.9857 0.9698 0.9302 0.8052 0.6782 0.4500 0.2913 0.1940]
7 30 0.9899 0.9720 0.9224 0.7796 0.6546 0.4244 0.2796 0.2042
8 40 0.9702 0.9385 0.9107 0.7480 0.6230 0.3849 0.2639 0.2024
190 Corrientes

v" Elelemento (1,1) permanece siempre como NaN.

v La primera fila contiene las concentraciones de farmacos (en pM) de menor a mayor,

comenzando por el caso de control (0 uM).

v" La primera columna contiene los voltajes estudiado (en mV) de menor a mayor.

v" Cada columna a excepcién de la primera contiene los valores normalizados de corriente

(I¢4i1) correspondientes a cada uno de los voltajes de la primera columna.

Para introducir estos datos se debe pulsar sobre “Calcular curvas sigmoides” y seleccionar el
fichero DATA.mat mediante el cuadro de didlogo implementado para tal fin. En dicho momento

apareceran los puntos de los datos introducidos, ajustdndose automaticamente las curvas

sigmoides a dichos puntos con el ajuste previamente indicado en el bloque 1. La representacion

se realiza en escala logaritmica para una mejor visualizacién de los resultados, obteniendo un

resultado similar al de la figura 38.

Figura 38. Curvas de factor de bloqueo frente a concentracion de farmaco.

Paso1: Factor de bloqueo vs. Concentracion

Factor de bloqueo vs. Concentracion

09 T T — T T T T T T — T — T
. 20mv[E]
0.8 - —-20mV |
=10 mV
=10 mV
0.7 * omv |
0mV
06 10my | o
10 my
| * 20mv | |
D 20 mv
a 30 mv
04 30mvV [
O 40mv
—— 40 mV
0.3 .
0.2 T
01 -
0 I
107! 103

Concentracion (microM)

Calcular curvas sigmoides
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A continuacidn se ajusta la dependencia con el voltaje de cada uno de los parametros de ajuste
de las curvas sigmoides de factor de bloqueo frente a concentracién (parametros a, hy k). Como
se ha indicado en el apartado 4.2, se han implementado cuatro opciones diferentes para el
ajuste de estos datos: ecuacion lineal, ecuacidon exponencial de un término y ecuacidn
exponencial de dos términos (en el caso de que alguno de estos parametros se iguale a un
numero fijo por el caso de ajuste elegido no aparecerd esta posibilidad). La eleccion del ajuste
en cada uno de los casos se realiza mediante un menu desplegable para cada uno de los
parametros, obteniendo unos resultados como los mostrados en la figura 39.

Nota: Para mas detalles sobre los casos de ajuste de los parametros a, h y k frente al voltaje
consultar el apartado 4.2.

Figura 39. Ejemplo de ajuste de los pardmetros a, h y k.

Paszo 2: a vs. Voltaje

avs. Voltaje --» ECUACION: k = -0.0009 * V + 0.8746
T T

0.9 T T T
[ — + data
0.88 T, fitted curve | 7
T —— t Seleccionar el método de ajuste
© 0.86 [ ¥ T
T Modelo lineal v
0.84 [ 1
D az 1 1 1 1 1
-20 -10 0 10 20 30 40

Voltaje (mV)

Paso 3: h vs. Voltaje

h vs. Voltaje --> ECUACION: k = 1.2110 * exp(-0.0003 * V) + -0.0176 * exp (-0.1384 * V)
1.3 T T T T T

1 *  data
121 e fitted curve [
//"" B Seleccionar el método de ajuste
= 11 4
WModelo exponencial de 2 términos~ »
1k 4
D g 1 1 1 1 1
-20 -10 0 10 20 30 40
Voltaje (mV)
Paszo 4: k vs. Volaje
k vs. Voltaje --> ECUACION: k = 36.6155 * exp(-0.0103 * V)
50 T T T T T
+ data
_ - ~ fitted curve
=400 T— 7 . . .
o B ol Seleccionar el método de ajuste
S —
E- T —— " Modelo exponencial de 1 término -
S 30f —— .
ZD 1 1 1 1 1
-20 -10 0 10 20 30 40

Voltaje (mV)
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Como puede observarse, se muestran las ecuaciones obtenidas en el ajuste para cada uno de
los parametros.

Nota: si se intenta ajustar los pardmetros a, h o k antes de haber introducido los datos en el
paso anterior aparecerd un mensaje en pantalla indicando el pardmetro que falta por ajustar.

Finalmente, deben introducirse los parametros de simulacidn en las casillas implementadas para
tal fin. Los parametros de simulacion son los siguientes:

v’ Concentracion del primer caso (uLM)

Introduccidn de la primera de las dos concentraciones de farmaco a simular.
v’ Concentracion del segundo caso (UM)

Introduccidn de la segunda concentracion de farmaco a simular.
v' Bloqueo de I K, por el método convencional del primer caso

Introduccidn del factor de bloqueo convencional para la primera concentracién de farmaco.
v Bloqueo de I k, por el método convencional del segundo caso

Introduccidn del factor de bloqueo convencional para la segunda concentracién de farmaco.
v' BCL (ms)

Introduccion del BCL (Basic Cycle Length o Periodo de Estimulacidn) de la simulacién.
v' FREQ (Numero de potenciales de accion)

Introduccidn del nimero total de potenciales de accidn a simular.

Nota: Para mas detalles sobre los parametros de simulacién ver el apartado 5.2.

Una vez introducidos todos los parametros de simulacion se pulsard en el botén “Simular Caso
1” para comenzar la simulacidn.

Nota: Si se pulsa en el botén “Simular Caso 1” sin haber realizado alguno de los pasos previos
saltard un mensaje en pantalla indicando cudl de los pasos falta por realizar para que el usuario
lo complete.
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%+ Caso 2: a=1, hlibre, k libre

Figura 40. Interfaz de usuario del bloque 2, caso 2.

Cane 2 Models Luahez orgral

Pasot Facter de bogues vs Concentracin

04 [ D
Calcua curvas spmocies
Panc 4 Durametron de muincon
Concentracin delsrimer cas0 (MCTM)  Buoqueo de A7 por el 030 Convancional delprimer caso
Concanraciin e sagunds case (Wrol)  guueo de A por ol mitods convenciona i ot egunda cans
Semuier Coso

CASO2 a=1, hiibre, k ibre

Paso 2 8 va. Votam

FREQ ONimwro da PA

Seleccionar of métoda de apiste

Seeccona o metodo de suste]

Seleccionar of método de aste

[Soeccinar o mitodo do aate]

La uUnica diferencia de este caso con respecto del primero es que el parametro a se fija a 1, por
lo que ya no es necesario su ajuste con dependencia del voltaje. El resto

permanecen igual que en el caso 1.

% Caso 3: a=1, h=1, k libre

Figura 41. Interfaz de usuario del bloque 2, caso 3.

Caso 3 Modets Lvastz segnsl

Pase? Facr 2o bocues va Concemvacen

CASO3: a=1, b=1, klibre

Fass2 bus Votne

01 02 03 04
Cocuer curnas sgmens
23053 Farameros s smviscen
Concenwactn deisrmer aso (MO Bause o8 b 5o ol metodh Comrancons’ Se remer Caes
Concestacts delsegunts st (MSM)  pcues de ke por ol métos cosvesconal el segunds case
S Cots 3

de apartados

Selcciona of método de spste

[Seecooa & et e apwi
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En este caso se fijan a 1 tanto el parametro a como el parametro h, por lo que solamente es
necesario ajustar la evolucién de k con respecto al voltaje. El resto de apartados permanecen
igual que en el caso 1.

0

<+ Caso 4: a=1, h=numero entero, k libre

Figura 42. Interfaz de usuario del bloque 2, caso 4.

CASOM4: a=1, h=numero entero, k ibre

Cacumr curvan sgmoses

En este Ultimo caso el parametro a se fija a 1 y el parametro h se fija al nimero entero mas
cercano a la media de todos los valores de h obtenidos. Por tanto, como sucedia en el caso 3,
solamente es necesario ajustar la evolucion de k con respecto al voltaje. El resto de apartados
permanecen igual que en el caso 1.

12.4. Simulacion

Tras pulsar en el icono “Simular Caso X” el programa comenzard a calcular todas las
simulaciones. Este proceso tiene un total de 5 pasos correspondientes a la simulacién de cada
una de las situaciones que van a simularse, mostrandose para cada caso mediante una barra de
espera el estado del cdmputo.

Las cinco simulaciones que se realizan son las siguientes:

‘0

% Simulacién de control

+«+ Simulacion empleando el método convencional de estimacién del factor de bloqueo
para el primer caso

+«+ Simulacion empleando el método convencional de estimacién del factor de bloqueo

para el segundo caso
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+» Simulacidon empleando el método nuevo de estimacion del factor de bloqueo para el
primer caso

+» Simulacidon empleando el método nuevo de estimacion del factor de bloqueo para el

segundo caso

Nota: Para mas detalles sobre las cinco simulaciones que se realizan ver el apartado 5.3.

Nota: Durante la ejecucién de las ecuaciones diferenciales de cada método también se muestra
una barra de espera indicando el estado del proceso.

12.5. Bloque 3: Resultados

Tras la realizacion de las simulaciones se muestran los resultados en seis ventanas diferentes.

/7

+* Ventana 1: Simulacion completa

Muestra todos los potenciales de accidén simulados, asi como le evolucién de la corriente IKr y
del factor de bloqueo a lo largo de todo el tiempo de simulacién. Se muestran superpuestas
cada una de las cinco simulaciones (control, método convencional para ambas concentraciones
y método nuevo para ambas concentraciones).

% Ventana 2: Ultimos 5 potenciales de accién

Se muestran los mismos datos que en la ventana 1 (potenciales de accion, corriente Iy
factor de bloqueo) pero solamente para el tiempo de simulacién correspondiente a los ultimos
cinco potenciales de accién.

7

% Ventana 3: Ultimo potencial de accién

Se muestran los mismos datos que en la ventana 1 (potenciales de accion, corriente Iy
factor de bloqueo) pero solamente para el tiempo de simulacién correspondiente al ultimo
potencial de accion.

% Ventana 4: Concentracién de Ca?*

Evolucion de la concentraciéon de calcio a lo largo de todo el tiempo de simulacidn para cada
uno de los cinco casos.

% Ventana 5: Concentracién de Na*

Evolucion de la concentraciéon de sodio a lo largo de todo el tiempo de simulacion para cada
uno de los cinco casos.

¢ Ventana 6: APDy,

Diagrama de barras mostrando el pardmetro APDy, calculado para el ultimo potencial de
accion de cada uno de los casos simulados.

Nota: Para mas informacidén sobre los resultados ver el apartado 5.2.
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12.5. Requisitos minimos y requisitos recomendados.

Por lo que respecta a los requisitos de sistema operativo, procesador, memoria RAM vy tarjeta
grafica no difieren de los necesarios para poder ejecutar el programa MATLAB R2016a. No
obstante, en cuanto a las necesidades de disco duro si serd necesario un mayor espacio de
almacenamiento debido al almacenaje temporal de los resultados de las distintas simulaciones
realizadas (alrededor de 313 MB por cada 100 potenciales de accién simulados en cada uno de
los cinco casos de simulacién).

Tabla 30. Requisitos minimos.

Requisitos minimos

Microsoft Windows 7 o superior
Cualquier procesador Intel o AMD x86-64
No se requiere un tarjeta grafica especifica

Disco duro (simular 6GB para MATLAB + 2 GB para la simulacion
hasta 100 potenciales
de accion)

Tabla 31. Requisitos recomendados.

Requisitos recomendados

Sistema operativo Microsoft Windows 7 o superior

Intel Core i5 / AMD A10 o superior
Memoria RAM 4 GB
Tarjeta grafica 1 GB de tarjeta grafica dedicada

Disco duro (simular 6GB para MATLAB + 5 GB para la simulacion
hasta 300 potenciales
de accion)
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