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Resumen

Hoy resulta mas complejo que nunca abordar el estudio de los firmacos
antiarritmicos, en virtud de los vuelcos experimentados por la aparicién de
diferentes trabajos donde se ha comprobado la accion proarritmica de este tipo
de fdrmacos. Estos resultados han obligado a un replanteamiento en la terapia
antiarritmica actual. Por tal motivo, como objetivo principal de esta tesis se
planteo la realizacion de un modelo matematico capaz de simular la accion de la
lidocaina, para determinar las razones de la accion antiarritmica o pro-arritmica
de este fA&rmaco cuando es administrado bajo condiciones patologicas como la
isquemia. En este trabajo se plante6 y validé el modelo del efecto de la
lidocaina, donde como aportacion original se logré modelizar el efecto de la
dependencia del pH a través de la utilizacion de los algoritmos genéticos para el
ajuste de las constantes de asociacion y disociacion de las ecuaciones
diferenciales. De esta forma, este modelo nos proporciona una herramienta 1til
a la hora de estudiar el efecto del farmaco en diferentes patologias.

En nuestros resultados se observo como la lidocaina redujo parametros como
la corriente de sodio, la derivada maxima del potencial de accion y la velocidad
de conduccion. Estos efectos se incrementaron cuando la frecuencia de
estimulacion aumento6 y el valor de pH disminuy6. Adicionalmente, se mostro
como el periodo refractario se increment6 significativamente so6lo para altas
frecuencias de estimulacion y concentracion del farmaco. Al estudiar el efecto
del farmaco bajo condiciones de isquemia aguda, se observd como la
vulnerabilidad a reentradas se incrementdé a medida que aumentaba la
concentracion del farmaco, proporcionando un efecto pro-arritmico de la
lidocaina bajo estas condiciones. Este efecto se atribuyd a la reduccion de la
velocidad de conduccion en las diferentes zonas del tejido isquémico ocasionado
por la lidocaina. Adicionalmente, se estudi6 la accion de la lidocaina en
combinacion con farmacos antiarritmicos clase III. En la actualidad, esta técnica
se emplea para el tratamiento de arritmias. Nuestros resultados sugirieren que
bajo condiciones de isquemia regional aguda la accién combinada del bloqueo
de la corriente diferida de potasio y la lidocaina disminuye la vulnerabilidad a
reentradas. No obstante, nuestros resultados demostraron como la lidocaina
presenta una accion pro-arritmica .

En conclusion, la lidocaina tiene un efecto pro-arritmico ya que facilita la
aparicion de reentradas estables, bajo condiciones de isquemia aguda. Si bien, la
lidocaina tiende a convertir situaciones de bloqueo unidireccional en bloqueo
bidireccional, dificultando la rotura de los circuitos reentrantes y la aparicion de
multiples frentes de activacion. Este comportamiento le confiere un caracter
antiarritmico.

Palabras claves: modelos matematicos, simulacion computacional, farmacos
antiarritmicos, lidocaina, isquemia aguda, velocidad de conduccién, periodo
refractario, dispersion de la CV, vulnerabilidad, ventana vulnerable.
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Abstract

Addressing the study of antiarrhythmic drug is today more complex than
ever, due to the changes drastically experienced by the appearance of different
studies where the proarrhythmic action of these types of drugs has been verified.
These results force to redefine the antiarrhythmic therapy. For this reason, the
aim of this PhD thesis is to develop a mathematical model of the sodium channel
blockade by lidocaine and to determine the proarrhythmic effect of this drug
under pathological conditions as ischemia.

In this work, we have developed a model of the effect of lidocaine. We
model the use and pH dependent through the use of the genetic algorithms to
adjust the association and dissociation rate constants of the differential
equations. Thus, this model provides a useful tool to study the effect of the drug
in different pathologies.

We observed that lidocaine reduced the fast sodium current, the maximum
upstroke velocity and the conduction velocity. These effects were increased
when the frequency of stimulation and the pH diminished. We have shown that
the refractory period increased raised only at high frequencies and high
concentration of drug. Additionally, we found that under ischemic conditions
and in the presence of lidocaine, the vulnerability to re-entry increased, tending
to widen the vulnerable window as the drug concentration increased. Thus, this
drug presents a proarrhythmic effect under these conditions. This effect is
produced by the reduction on conduction velocity in the different zones of
ischemic tissue. Also, we studied the action of lidocaine when it was combined
with class III antiarrhythmic drugs. Our results suggest that under acute
ischemic conditions, the combined action of the blockade of the rapid delayed
rectifier potassium current and lidocaine diminishes the vulnerability to re-entry,
ratifying in this way the proarrhythmic effect produced by lidocaine.

In conclusion, the lidocaine under simulated acute ischemic conditions
shows a proarrhythmic effect, due to its reduction on the conduction velotity,
which is much higher than the effect on the effective refractory period.

In conclusion, lidocaine under conditions of acute ischemia has a pro-
arrhythmic effect due to enhance the start of re-entries. Although, lidocaine
tends to turn situations from unidirectional blockage to bidirectional blockage,
making difficult to break the reentry. This behaviour confers an antiarrhythmic
effect.

Keywords: mathematical models, computacional simulation, antiarrhythmic
drugs, lidocaine, acute ischemia, conduction velocity, effective refractory
period, dispersion on conduction velocity, vulnerability, vulnerable window.
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Resum

Hui resulta més complex que mai abordar el tema dels farmacs antiaritmics
per l'aparicié de diferents estudis on s'ha comprovat l'acci6é proaritmica d'este
tipus de farmacs. Estos resultats van obligar a un replantejament en la
terapéutica antiaritmica.

Per tal motiu, com a objectiu principal d'esta tesi es va plantejar la realitzacid
d'un model matematic capag¢ de simular 'accié de la lidocaina, per a determinar
les raons de l'accid proaritmica d'este farmac quan és administrat davall
condicions patologiques com la isquémia.

En este treball es va plantejar i va validar el model de I'efecte de la lidocaina,
on com a aportacio original es va aconseguir modelizar l'efecte de la
dependencia del pH a través de la utilitzacio dels algoritmes genetics per a l'ajust
de les constants d'associacio i dissociacio de les equacions diferencials. D'esta
forma, este model ens proporciona una ferramenta util a l'hora d'estudiar
l'efecte del farmac en diferents patologies.

Com resultats es va observar que la lidocaina va reduir parametres com el
corrent de sodi, la derivada maxima del potencial d'accid, la a velocida de
conduccid. Estos efectes van ser augmentats quan la freqiiencia d'estimulacié i el
valor de pH van ser disminuits. Addicionalment, es va mostrar com el periode
refractari es va incrementar significativament només per a altes freqiiencies
d'estimulacié i concentracié del farmac. A l'estudiar l'efecte del farmac baix
condicions d'isquémia aguda, es va observar com la vulnerabilitat a reentrades es
va incrementar a mesura que s'augmentava la concentracio del farmac,
proporcionant un efecte proaritmic de la lidocaina baix estes condicions. Este
efecte és atribuit a la reduccid de la a velocida de conduccid en les diferents
zones del teixit isquémico ocasionat per la lidocaina. Aixi mateix es va estudiar
l'accid de la lidocaina en combinacié amb farmacs antiaritmics classe III, ja que
clinicament se esta emprant esta técnica per al tractament d'aritmies. Els nostres
resultats suggeriren que baix condicions d'isquémia regional aguda l'accid
combinada del bloqueig de la Ix; i la lidocaina disminuix la vulnerabilitat a
reentrades. No obstant aixo, els nostres resultats van demostrar com la lidocaina
presenta una acci6 proaritmica baix condicions d'isquémia aguda.

En conclusio, la lidocaina té un efecte proaritmic ja que facilita l'aparicié de
reentrades estables, baix condicions d'isquémia aguda. Si bé, la lidocaina tendix
a convertir situacions de bloqueig unidireccional en bloqueig bidireccional,
dificultant la ruptura dels circuits reentrants i l'aparicio de multiples fronts
d'activacid. Este comportament li conferix un caracter antiaritmic.

Paraules claus: models matematics, simulacié computacional, farmacs
antiaritmics, lidocaina, isquémia aguda, velocitat de conduccié, periode
refractari, dispersid6 de la a velocida de conduccid, vulnerabilitat, finestra
vulnerable.
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Capitulo 1 Introduccion

CAPITULO 1. INTRODUCCION

1 Anatomia Cardiaca

El corazén es el organo principal del aparato circulatorio, encargado de
propulsar la sangre en el interior del organismo. Esta compuesto esencialmente
por tejido muscular (miocardio) y, en menor proporcion, por tejido conectivo y
fibroso (tejido de sostén, valvulas y tejido especializado de conduccion). Esta
subdividido en cuatro cavidades, dos derechas y dos izquierdas, separadas por
un tabique medial; las dos cavidades superiores son llamadas auriculas; las dos
cavidades inferiores se denominan ventriculos. Cada auricula comunica con el
ventriculo mediante una valvula. Las cavidades izquierdas no comunican con las
derechas en el corazon (Ver Figura 1.1).

Arteria Coronaria lzquierda

Valvula
Pulmonar

Valvula Mitral
Arteria Circunfleja

Valvula Valvula Adrtica

Tricuspide

Arteria
Marginal
Oblicua

Arterias
Digitales

Arteria
Descendiente
Anterior

Arteria Marginal Aguada Izquierda

Figura 1.1 Musculo cardiaco.

El tejido especializado de conduccion es el responsable del origen y
conduccidén de los estimulos eléctricos que provocan las contracciones cardiacas.
Este tejido especial no tiene funcioén contractil, pero por su metabolismo es
capaz de producir automaticamente y de transmitir los estimulos eléctricos que
van a excitar la contraccion del miocardio. Los estimulos se originan



Capitulo 1 Introduccion

normalmente en el nodo sino-auricular; de éste se difunden al miocardio
auricular hasta alcanzar el nodo auriculo-ventricular y después a través del haz
de His y de las fibras de Purkinje, llegan a los dos ventriculos. La transmision de
estos estimulos eléctricos produce potenciales de accién que se registran en la
superficie de la piel, mediante el electrocardiograma. Cada latido del corazon
desencadena una secuencia de eventos llamados ciclos cardiacos, que consiste
principalmente en tres etapas: sistole auricular, sistole ventricular y diastole. El
ciclo cardiaco hace que el corazon alterne entre una contraccion y una relajacion
aproximadamente 75 veces por minuto, es decir el ciclo cardiaco dura unos 0,8
segundos. La estimulacion del corazdn estd coordinada por el sistema nervioso
auténomo, tanto por el sistema nervioso simpatico (aumentando el ritmo y
fuerza de contraccién) como por el parasimpatico (reduce el ritmo y fuerza de
contraccion).

2 Potencial de Accién Miocardico

2.1 Descripcion

Para efectuar sus diversas funciones, algunos sistemas del cuerpo humano
generan sus propias sefiales, que a su vez tienen informacion util sobre las
funciones asociadas. Estas sefiales son los potenciales bioeléctricos que son
producidos como resultado de la actividad electroquimica de ciertas clases de
células, conocidas como células excitables, que son componentes del tejido
nervioso, muscular o glandular.

La actividad eléctrica del corazon es consecuencia del potencial eléctrico que
generan las células miocardicas como resultado de las diferencias en la
composicion iénica entre los medios intra y extracelular, asi como de la
naturaleza semipermeable de la membrana celular. Los iones que originan la
actividad eléctrica son sodio, potasio, calcio, cloruro asi como los aniones no

. . . . . . L, . . +
difusibles intracelulares. Los iones difusibles mas importantes son sodio (Na'),

: 2+ . +
calcio (Ca™") y potasio (K").

Los distintos iones intentan un equilibrio entre el interior y el exterior de la
célula, de acuerdo con la concentracion y la carga eléctrica. El equilibrio se
alcanza con una diferencia de potencial a través de la membrana, negativo en el
interior respecto al exterior.

En este estado de reposo se dice que la célula estd polarizada y la diferencia
de concentraciones idnicas dan como resultado un potencial eléctrico negativo (-
80 mV a -90 mV), que se denomina potencial de reposo. Cuando se excita la
membrana celular de forma espontanea o a consecuencia de un estimulo
eléctrico externo, la superficie interna pasa a tener un potencial positivo. En este
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estado se dice que la célula esta despolarizada y presenta un potencial cercano a
+20 mV. Después de la despolarizacion celular, comienza el proceso
(repolarizacion) en el que el potencial vuelve al potencial de reposo inicial. Esta
variacion transitoria del potencial celular se denomina potencial de accion (PA).

En la Figura 2.1 se muestra la forma de onda de un potencial de accién de
una célula del musculo ventricular. El tiempo entre el inicio de la activacion y el
retorno al estado de reposo se denomina duracion del potencial de accion
intracelular (APD). El potencial umbral se define como un nivel de potencial
critico (-60 mV), que una vez superado desencadena un potencial de accion. A
su vez, el periodo refractario se conoce como el intervalo de tiempo desde que
un tejido se despolariza hasta que recupera su excitabilidad, este se divide en: (a)
un periodo refractario absoluto (PRA), durante el cual ningliin estimulo, sin
importar su intensidad, induce una respuesta y (b) un periodo refractario relativo
(PRR) en el que s6lo un estimulo intenso es capaz de producir una respuesta.
Después sigue el periodo de excitabilidad supernormal (SN), durante el cual un
estimulo relativamente débil puede producir una respuesta.

ECG
superficial

Potencial de 0
accién

intracelulor &0 -—-

QOPRM

k I L

i dPA

Figura 2.1 Potencial de accién del misculo ventricular.

El potencial de accion consta de varias fases (fase 0, 1, 2, 3 y 4), las cuales se
caracterizan por la activacion de distintas corrientes, como se observa en la
Figura 2.1. La fase 0 representa la despolarizacion, las fases 1, 2 y 3 la
repolarizacion y la fase 4 la diastole eléctrica. En las tres fases de repolarizacion
se presenta una etapa inicial de repolarizacion rapida que lleva al potencial
intracelular hasta casi al nivel cero, una segunda etapa de repolarizacion lenta
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llamada meseta, y una etapa final de repolarizacion rapida, el descenso. El
analisis de estos fenomenos ha sido posible gracias a experimentos de voltage
clamp (fijacion de potencial) [Cole 1968] y patch clamp [Hamill et al. 1981].

La fase de reposo ocurre cuando el potencial de membrana de la célula esta
estable (en las células musculares), siendo similar al potencial de equilibrio de
los iones de potasio, dado que durante esta fase la permeabilidad al i6n potasio
es muy superior a las permeabilidades de los demds iones. La corriente
rectificadora inversa de potasio (Ig;), permanece activa durante este periodo, al
poseer una elevada conductancia a potenciales negativos. Su caracteristica de
rectificacion inversa [Sakmann y Trube 1984a, b] hace que se desactive durante
la fase de meseta y se reactive progresivamente durante la repolarizacion de la
célula.

Con la despolarizacién de la membrana, se inicia la fase 0 del potencial de
accion. La duracion aproximada de esta fase es de 1 ms y las principales
corrientes i6nicas que la determinan son la corriente de entrada rapida de sodio
(Ina) [Ebihara y Jonhson 1980] y la corriente diferida de entrada de calcio (Ic,)
[Reuter y Scholz 1977; Beeler y Reuter 1977]. La Iy, tiene un elevado valor de
pico y provoca una fuerte pendiente de subida del potencial de accion. Esta
corriente permanece inactiva en las demds fases del potencial de accidn.
Paralelamente, y posterior a la activacion de la Iy, se activa una corriente
secundaria de entrada, la Ic, Esta colabora en la despolarizacion de la
membrana y se mantiene activa durante toda la fase de la meseta. Los iones Ca®"
entran por el canal de calcio tipo L principalmente.

A continuaciéon en la fase 1, se produce una pequefia repolarizacion,
activandose en algunas especies la corriente transitoria de salida (I,), mas
importante en el epicardio que en el endocardio [Antzelevitch et al. 1991].

Posteriormente en la fase 2, tiene lugar la meseta del potencial de accion. En
esta fase el potencial se mantiene casi constante alrededor de los 0 mV, ya que
la salida de iones de potasio se compensa con la entrada de calcio. Por un lado,
los iones calcio entran por los canales de tipo L (Ic,), y por otro lado, los iones
de potasio salen gracias a la corriente diferida de potasio (Ix) (compuesta por
dos componentes, una rapida (Ix;) y una lenta (Ixs)) [ Shibatski 1987; Mansura et
al. 1987; Sanguinetti y Jurkiewicz 1990], la de meseta de potasio (Ikp) [Yue y
Marban 1988] y la corriente no especifica (I,s) [Ehara et al. 1988]. De este modo
se consigue un equilibrio entre los iones Ca® que entran y los iones K que
salen para compensar la entrada de carga positiva.

Por ultimo, la repolarizacion de la membrana determina la fase 3, los canales
de Ca’" abiertos se inactivan haciendo que el potencial de accion disminuya
gradualmente produciéndose la repolarizacion del potencial de la célula, en la
que la corriente I alcanza un gran valor. El proceso de repolarizacion se acelera
por la apertura de los canales K dependientes del voltaje. Este flujo de salida de
iones K" elimina carga positiva de la célula (Ig,).
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La bomba Na'-K* (Inax) vy el intercambiador Na'-Ca®" (Inaca) son los
principales mecanismos usados por la célula para mantener estables las
concentraciones de los principales iones.

En condiciones fisiopatoldgicas, también es muy importante la corriente de
potasio dependiente de ATP (Adenosin trifosfato) (I kare))[Noma 1983].

En la Figura 2.2 se muestra la evoluciéon temporal de las principales
corrientes ionicas que intervienen en la generacién del potencial de accidon
cardiaco, obtenido a través del modelo propuesto por Luo-Rudy 1994.
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Figura 2.2 Evolucién temporal de las corrientes i6nicas durante un potencial de
accion.
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2.2 Propagacion del potencial de accion

Estudios microscopicos del tejido muscular del corazéon demuestran que el
miocardio esta constituido por fibras de forma aproximadamente cilindrica
(miocitos) de unos 21 pum de didmetro [Sommer y Johnson 1979]. Estas fibras
no estan aisladas unas de otras sino que se interconectan en serie y en paralelo
de forma longitudinal y transversal.

Asi, todo cambio experimentado en el potencial de una célula se comunica a
sus vecinas a través de los discos intercalares. Estos discos son de muy pequefia
longitud, se sitian en los extremos de las células [Sommer y Johnson 1979] y
tienen una resistividad muy baja (400 veces menor que la membrana celular)
[Guyton 1989], por lo que permiten la conduccion idnica entre las células y la
propagacion del potencial de accion. Dentro de los discos intercalares se
encuentran unas regiones especializadas de membrana, compuestas por canales
transmembrana que conectan directamente el citoplasma de células adyacentes,
llamadas gap junctions (Figura 2.3).

gap
junction

membrane

Figura 2.3 Esquema de gap junction.

La velocidad de conduccion (CV) depende enormemente de la direccion en
la que el potencial de accidon se propaga. Este fendmeno es debido a la
anisotropia estructural de tejido cardiaco, que se manifiesta tanto en la
morfologia de las células como en la distribucion de gap junctions o discos
intercalares. La resistencia intercelular es menor en el eje longitudinal,
resultando en una mayor CV [Kléber et al. 2004]. Aunque en el eje transversal la
velocidad de conduccion es menor, muchos estudios sugieren que en esta
direccion la propagacion del potencial de accion es mas segura [Leon et al.
1991; Shaw et al. 1997]. La velocidad a la cual se propaga el potencial de accion
no es constante, sino que depende de las propiedades del medio.

La duracidn del potencial de accién y de la fase de repolarizacion, asi como
la velocidad de conduccion dependen de la frecuencia de estimulacion. A este
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fenomeno se le denomina restitucion de las caracteristicas eléctricas de las
células. Para estudiar ese fenomeno se utiliza la curva de restitucion eléctrica
(ERC), siendo esta curva de gran importancia en el campo de arritmogénesis. La
curva de restitucion eléctrica se define como la variacion de la duracion del
potencial de accion respecto al intervalo diastolico anterior (DI, diastolic
interval) [Franz 2003], siendo DI el tiempo que transcurre desde el final de la
repolarizacion del PA anterior hasta el inicio del PA generado por el siguiente
estimulo.

Para bombear sangre e impulsar su circulacion, el corazén necesita generar
continuamente impulsos eléctricos que son transmitidos por el sistema de
conduccidon cardiaco, haciendo que las cuatro camaras del corazon (dos
auriculas y dos ventriculos) se contraigan en una sucesion ordenada, de tal
forma, que la contraccidon auricular (sistole auricular) va seguida de la
contraccion de los ventriculos (sistole ventricular) y durante la diastole todas las
camaras estan relajadas.

La generacion del ECG depende de cuatro procesos electrofisiologicos: la
formacion del impulso eléctrico en el marcapasos principal del corazoén, la
transmision de este impulso a través de las fibras especializadas en la
conduccién, la activacion (despolarizacion) del miocardio y la recuperacion
(repolarizacion) del miocardio. La Figura 2.4 muestra los potenciales de accion
tipicos de membrana para las estructuras del sistema de conduccion y musculos
auriculares y ventriculares junto con la correlacién con la actividad eléctrica
registrada extracelularmente (ECG).
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Figura 2.4 Sistema conductor del corazon y correlacién con el ECG.

Cada latido en el corazon se origina cerca del extremo superior de la auricula
derecha, en un punto denominado marcapasos o nodo sinoauricular (SA). El
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marcapasos es un grupo de células especializadas que genera espontineamente
potenciales de accion a un ritmo regular. El ritmo cardiaco esta controlado por
nervios del sistema nervioso simpatico y el nervio vago del sistema nervioso
parasimpatico que producen, respectivamente, su aceleracion y deceleracion.
Para generar el latido cardiaco, el potencial de accidon generado por el
marcapasos se propaga en todas las direcciones a lo largo de la superficie de
ambas auriculas. El frente de onda de activacion viaja paralelo a la superficie de
las auriculas hacia la unién de las auriculas y los ventriculos.

La onda termina en un punto cerca del centro del corazén, denominado nodo
auriculo-ventricular (AV). En este punto, unas fibras nerviosas especiales actian
como linea de retardo para lograr una temporizacioén adecuada entre la accion de
las auriculas y ventriculos. Posteriormente, la excitacion eléctrica se distribuye
en los dos ventriculos por el haz de His y sus ramas derecha e izquierda, y el
sistema de Purkinje para despolarizar los ventriculos. La activacion ventricular
se realiza siguiendo tres secuencias de despolarizacion consecutivas. En primer
lugar se activa el tabique interventricular por medio de la rama izquierda y se
despolariza de izquierda a derecha. Después se activan simultaneamente las
paredes libres ventriculares, que se despolarizan de endocardio a epicardio, con
predominio de la activacion ventricular izquierda. Finalmente se activa la base
ventricular, predominando la porcién basal del ventriculo izquierdo que se
despolariza hacia arriba. La recuperacion ventricular se efectia de epicardio a
endocardio, siguiendo un camino opuesto a la activaciéon y en secuencia Unica.
La onda de repolarizacion se produce al volver cada célula a su potencial de
reposo independientemente.

2.3 Modelizacion del potencial de accion

Cuando el sistema es complejo, tal como el caso del corazon, no es posible
estimar su comportamiento basandose solamente en la anatomia o disposicion
geométrica de sus componentes, pues el comportamiento del conjunto suele ser
mucho mas complicado de lo esperado.

Si el corazén opera en forma normal, se puede decir que es una bomba
contractil que permite la irrigacion de toda la economia humana. Pero si algo
sale fuera de sus limites esa simple bomba puede convertirse en un complejo
mecanismo que no es facil de entender. Los modelos suelen ayudar y lo que es
mas importante se pueden operar sobre ellos sin que ponga en riesgo la vida de
un paciente.

Pero para esto, el modelo debe operar de la forma mas parecida al sistema
que pretende simular pues sino su valor se anula ya que no se logran
conocimientos adicionales al usarlo.

10
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Desde hace tiempo se sabe que ciertos tejidos responden a estimulos
eléctricos, de tal suerte que se busco encontrar los mecanismos basicos de esos
tejidos excitables. Al estudiar estos mecanismos se encontrd que existia una
estrecha relacion entre los iones del tejido y la presencia de unas vias eléctricas a
través de la membrana celular.

La membrana tiene poros muy complejos que son selectivos al tipo de iones
y es esta caracteristica de la célula la que hace posible la vida.

Desde la década de los 50’s, la electrofisiologia se ha enriquecido gracias al
desarrollo de modelos matematicos que simulan las caracteristicas mas
relevantes de los potenciales de accion. Estos modelos describen con detalle las
corrientes i6nicas involucradas en el desarrollo de los PA, y se utilizan como
una herramienta muy poderosa a la hora de estudiar los fendmenos
electrofisiologicos, ya que nos permiten idealizar situaciones y controlar los
parametros mas relevantes.

La modelizacién del potencial de accidon se realiza mediante sistemas de
ecuaciones diferenciales que describen con elevado grado de detalle las
corrientes i6nicas y otros fendmenos electrofisiologicos. Para que estos modelos
reproduzcan fielmente la realidad se necesitan herramientas experimentales,
entre las cuales destacan por su gran importancia, el voltage clamp [Cole 1968]
y el patch clamp [Hamill et al. 1981].

Por lo tanto, los modelos de potencial de accion, basados en resultados
experimentales, permiten la realizacién de simulaciones y de estudios tedricos
del comportamiento celular que muchas veces no son posibles
experimentalmente.

Los pioneros en el desarrollo de un modelo matematico para describir el
potencial de accion de las células de membrana excitables fueron Hodgkin y
Huxley. En su trabajo de 1952, los cientificos desarrollaron una teoria
matematica aplicable a fibras nerviosas capaz de simular los potenciales de
accion de neuronas aisladas [Hodgkin y Huxley 1952]. El modelo HH consta de
tres ecuaciones diferenciales lineales de primer orden que modelizan el
comportamiento de los canales i6nicos de sodio y potasio, cuyos coeficientes
son funciéon del potencial de membrana, ademds de una cuarta ecuacion
diferencial que modeliza el comportamiento eléctrico de la membrana. Hodgkin
y Huxley utilizaron sus propios experimentos de voltage clamp para ajustar los
coeficientes de las ecuaciones.

Posteriormente, experimentos de voltage clamp en células miocardicas y
fibras de Purkinje demostraron que los mecanismos i6nicos asociados a este tipo
de células eran mas complejos que los de las neuronas, interviniendo algunas
corrientes adicionales [McAllister, Nobel y Tsien 1975]. Aqui ya de distinguian
tres corrientes de potasio diferentes, se consideraba la corriente de calcio y se
mantenia la formulacion de HH. Mas adelante, este modelo fue completado con

11
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una formulacion mas precisa de las corrientes de sodio [Ebihara y Johnson
1980]. Finalmente, en 1985, apareciéo el modelo DN [Di Francesco y Noble
1985], que puede considerarse como el mas completo de los desarrollados hasta
la fecha para las fibras de Purkinje.

Paralelamente, aparecieron modelos para describir el PA en fibras
ventriculares cardiacas [Beeler y Reuter 1977]. Este modelo fue completado y
modificado posteriormente [Ebihara y Johnson 1980; Drouhard y Roberge
1987]. En 1991 Luo y Rudy modificaron el modelo, adaptandolo a experimentos
de patch clamp referentes a las corrientes de sodio y potasio, incluyendo ademas
el efecto de las variaciones de concentracion del potasio sobre las corrientes del
mismo i6n [modelo LR-I, Luo y Rudy 1991]. Unos afios mas tarde, en 1994,
estos mismos cientificos realizaron importantes modificaciones que dieron como
resultado un modelo muy detallado, con una descripcion mejorada de la
dinamica del Ca®’, incluyendo las bombas e intercambiadores idnicos. Un afio
después, este mismo equipo dividio6 la corriente diferida rectificadora de potasio
en sus dos componentes, rapida (Ix,) y lenta (Igs), reformularon la corriente de
meseta de potasio e incluyeron la corriente por los canales de calcio de tipo T
[Zeng et al. 1995]. A su vez, este modelo fue completado con la formulacion de
las corrientes de potasio dependiente de ATP (Ix(arp)) [Ferrero et al. 1996].

A mediados de los 90’s, los modelos matematicos integraron los datos
obtenidos mediante voltage-clamp de diferentes especies con los datos
capturados en células aisladas para cada especie. En 1995, estudios
electrofisioldgicos mostraron diferencias en las formas de potencial de accioén y
de las corrientes i6nicas en las diferentes especies utilizadas. Por ejemplo, en
rata la corriente Iy, es la mayor componente de las corrientes i6nicas mientras
que en cobaya esta corriente no existe. Otra diferencia que se encontrd6 con
respecto a las especies fue las corrientes de potasio Ik, e Ik, ya que difieren de
las encontradas en conejo [Salata et al. 1996], de esta forma, se fueron creando
modelos para diferentes especies. Demir y Pandit desarrollaron modelos de
ratas [Demir et al. 1994; Pandit et al. 2001, 2003]. Para conejos fueron los
grupos de investigacion de Winslow, Cabo y Boyden los que desarrollaron
dichos modelos para las diferentes células del musculo cardiaco (células
ventriculares [Winslow et al. 1999; Greestein et al. 2000; células auriculares
[Ramirez et al. 2000; Kneller et al. 2002], y para células del epicardio [Cabo y
Boyden 2003]). También han sido publicados algunos modelos para humano,
aunque éstos incorporan la dificultad de la validez de sus datos debido a la
problema de la toma de datos experimentales. Los modelos publicados han sido
desarrollados por Nygren, Courtemanche, Priebe y Beuckelmann y Ten
Tussher y Panfilov [Nygren et al. 1998; Courtemanche et al. 1998; Priebe y
Beuckelmann 1998; Ten Tussher y Panfilov 2004; 2006].

En la actualidad, los nuevos datos electrofisiologicos obtenidos conducen al
refinamiento del formulismo propuesto por Hodgkin y Huxley. Para ello se esta
utilizando modelos de estado, los cuales reproducen con bastante fidelidad el

12
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comportamiento de los canales [Greenstein y Winslow 2002]. En la Tabla 2-1 se
puede apreciar un pequefio resumen de los modelos existentes para ventriculo en
diferentes especies.

Tabla 2-1 Modelos matematicos utilizados para ventriculo en diferentes especies

Autores Especie Referencia
Beeler-Reuter Canino [Beeper et al. 1977]
Noble Cobaya [Noble et al. 1991]
Puglisi-Bers Conejo [Puglisi et al. 2001]
Luo-Rudy Cobaya [Luo-Rudy 1994a; b]
Jafry -Rice-Winslow Cobaya [Jafri et al. 1998]

Hund - Rudy Canino [Hund et al. 2004]
Priebe Humano [Pruebe et al. 1998]

Ten Tussher Humano [Ten Tussher et al. 2004]
Iyer - Winslow Humano [Lyer et al. 2004]

3 El Canal de Sodio

(Cudl es la causa para que el corazén lata y el musculo cardiaco se
contraiga? /Que ayuda a la absorcién de nutrientes y a la eliminacién de
toxinas? ;Qué le permite al cerebro reconocer sefiales y sonidos? Ninguna de
estas funciones seria posible sin los canales ionicos. Los canales i6nicos son
proteinas que cruzan la membrana celular formando un poro acuoso a través del
cual los iones pasan (Figura 3.1). Estos canales ionicos se han encontrado en
todas las células y en tejidos del cuerpo en abundante variedad. Algunos son
selectivos y solo conducen ciertos iones, mientras otros son relativamente no
especificos. Uno de los mas abundantes e importantes es el canal i6nico
especifico de sodio. Este canal provee el mecanismo por el cual las sefales son
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transmitidas en nervios y la contraccion del corazon es coordinada. Este canal ha
sido estudiado desde los aflos 40’s.

Figura 3.1 Canales ionicos.

Hodgkin y Huxley fueron pioneros en el estudio del canal de sodio [Hodgkin
y Huxley, 1952a-c]. Ellos propusieron que el canal de sodio posee tres estados:
el estado cerrado, activado e inactivado, y éstos dependen del potencial de
membrana que se genere (Figura 3.2). A su vez, postularon que el estado de
activacion es el proceso por el cual los canales rapidamente se abren desde el
estado cerrado durante la despolarizacién. En cambio, la inactivacion es el
proceso donde los canales lentamente se cierran durante una prolongada
despolarizacion [Hodgkin y Huxley, 1952d]. Basados en sus datos
experimentales ellos propusieron tres compuertas de activacion (m’) y una de
inactivacion (h), los cuales son las encargadas de controlar los estados del canal

(Figura 3.2).
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Figura 3.2. Estados del canal de sodio.
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Ellos propusieron que cada compuerta experimenta transiciones entre la
forma abierta y cerrada con una relacion que satisface las siguientes ecuaciones
diferenciales:

om

3 = am(l_ m)—ﬂmm

- (3-1)
i ap(l-h)-Byh

Donde a,, y oy, son la constantes que gobiernan la transicion hacia el estado
abierto y B, y Pn son las relaciones que gobiernan la transicion hacia el estado
cerrado. La probabilidad que todas las compuertas estén en estado abierto es
m°h. De esta manera, la corriente de sodio (Ina) fue descrita por la siguiente
ecuacion:

|Na=€Na'm3'h'(Vm—ENa) (3-2)

Donde Gy es la conductancia maxima del canal de sodio, V,, es el potencial

de membrana y Ey, es el potencial de equilibrio para el sodio. Usando estas
ecuaciones para la corriente de sodio y similares para el potasio, Hodgkin y
Huxley pudieron reproducir matematicamente el potencial de accion observado
para un ax6n de calamar.

A partir del modelo desarrollado por Hodgkin y Huxley del canal de sodio,
muchos modelos fueron formulados para diferentes canales ademds de nuevos
modelos para el canal de sodio cardiaco; entre los que cabe destacar, los
modelos de: Beeler-Reuter [Beeler y Reuter, 1977], el de Ebihara-Johnson
[Ebihara y Johnson, 1980], el de DiFrancesco-Noble [DiFrancesco y Noble,
1985] y por ultimo las modificaciones propuestas por Luo y Rudy [Luo y Rudy,
1991] del modelo de Ebihara-Johnson, en donde se incorpora la compuerta lenta
de inactivacion (j). Cada uno de estos modelos tiene la misma forma del modelo
de Hodgkin y Huxley pero tienen diferentes descripciones de sus ooy 3. La
diferencia radica en la relacién de constantes que es atribuida a las variaciones
en las preparaciones experimentales, incluyendo las diferentes formas del
miocardio de las diversas especies y las diferentes temperaturas. A pesar de
estas diferencias, todos los modelos capturan el comportamiento fundamental
del canal de sodio cardiaco. De tal forma, el modelo que actualmente se utiliza
para el canal de sodio de Luo-Rudy es:

INa =GNa M -h- j-(Vin —Ena) (3-3)

Donde:
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RT Na™®
Ena = —-ln[JI—H (3-4)
F Na® |;

CNa _ 16msy uF
Y las compuertas del canal de sodio se definen asi:

Parav > -40 mV

an = ij =0 (3-5)
1
Bh = (3-6)
0.13 -[1+ e(\/m+10'6%1.1)j
[—2.535x10‘7 ol +32)]
Bj=03-e lre T M (3-7)
yparav <-40 mV
80+Vim
an :0.135-9( /6'8) (3-8)
B, = 3.56-e(0079Vm) 3 1105 . ¢(0:35Vm) (3-9)
127145105 -e0244Vm) 3 474,107 o(-0-0439Vm) | (. +37.78) 310
4i= 1+ ol 01378 (Vm +40.14)] (3-10)
Y para todos los valores de v
_0.32(Vy +47.13)
om = P01V +47.13)] (3-11)
Vim
B = 0.08-9( AJ (3-12)

3.1 Estados del canal de sodio

De acuerdo al formalismo de Hodgkin y Huxley [Hodgkin y Huxley 1952],
cuando el potencial de membrana varia, las compuertas de los canales i6nicos se
abren y cierran dando lugar a las diferentes conformaciones del canal. De esta
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manera, si consideramos que el canal de sodio tiene 5 compuertas: 3 de
activacion (m3), y dos de inactivacion: una rapida (h) y una lenta (j); el canal de
sodio tendra 8 posibles conformaciones las cuales transcurririn mientras el
potencial de accion se desarrollé. Asi, cuando una compuerta X esta cerrada, ésta
estara representada por el factor: (1-X) y cuando esté abierta esta equivaldra a: X.
Es importante destacar, que el estado activo es aquel donde todas las compuertas
estan abiertas. Los estados inactivados corresponden a los estados donde las
compuertas m’® se encuentra abiertas y las compuertas h y j realizan transiciones
entre abierto y cerrado. Para el estado cerrado, se ha considerado los estados
donde las compuertas m® estan cerradas. En la Tabla 3-1 se puede observar las
diferentes conformaciones existentes:

Tabla 3-1 Diferentes conformaciones del canal de sodio

m’ h j Ecuacién Estado del canal

m’ h J m’hj Activo

m’ h (1)) m’h(1-j) Inactivo

m’ (1-h) i m’(1-h)j Inactivo

m’ (1-h) (1) m’(1-h)(1-j) Inactivo
(1-m’) h j (1-m’) hj Cerrado
(1-m%) h (1-)) (1-m*) h(1+j) Cerrado
(1-m*)  (1-h) j (1-m®) (1-h)j Cerrado
1-m’)  (1-h) (1) (1-m*) (1-h)(1-)) Cerrado

En la Figura 3.3 se puede apreciar el comportamiento de los estados del
canal de sodio mientras un potencial de accidén se desarrolla. Como se puede
observar, cuando se despolariza la célula tienen lugar los estados del canal
donde las compuertas m® estan abiertas, cabe destacar que estos estados tienen
poca duracién de tiempo (Figura 3.3 A, B, C) y es sélo el estado m*(1-h)(1-j) el
que tiene mayor duracién en el tiempo mientras transcurre el potencial (Figura
3.3 D). Posteriormente, después de la despolarizacién empiezan a ocurrir los
estados donde las compuertas m® estan cerradas como se observa en la Figura
33E, F,GyH.
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Figura 3.3 Estados del canal de sodio.

4 Farmacos Antiarritmicos

4.1 Descripcion

2m um o

Tempoims

=00

Hoy resulta mas complejo que nunca abordar el tema de los farmacos
antiarritmicos (FA), en virtud de la variacién de los resultados experimentales
encontrados. En la actualidad se sigue buscando el antiarritmico ideal, que
busque el sustrato especifico de la arritmia y la destruya de forma selectiva sin
afectar a ningtn otro tejido cardiaco o extracardiaco. Como consecuencia de
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tanta variabilidad experimental existen diferentes conflictos a la hora de su
utilizacion.

Con los FA se han recorrido etapas de euforia, duda, incertidumbre,
desilusion, reflexion y realidad. Los conflictos inherentes a los FA, en parte se
explican por la gran complejidad de los mecanismos de las arritmias que deben
resolver y por su propia acciéon multiple y variada, potencialidad selectiva y
accion diversa en direccion anterograda y retrograda. También podria sefialarse:
su poca efectividad en algunas arritmias, sus cambios de accion, la dificil
evaluacion de sus efectos, la potencialidad proarritmogénica (con frecuencia
impredecible) y los efectos secundarios indeseables (cardiacos y extracardiacos).
Por otra parte, los grandes ensayos clinicos han demostrado en ocasiones una
mayor mortalidad en los grupos tratados con FA (CAST - cardiac arrhythmia
supresion trial ) [Circulation 2000].

La respuesta a un FA es diferente, incluso al tratar una misma arritmia y
hasta en un mismo paciente pues otros muchos factores influyen: estado del
sistema de conduccidn, estructuras y funciones normales o no, medio circulante,
diferencias locales en las propiedades de cada tejido, accion no uniforme, suma
de isquemia o acidosis. Los FA pueden disminuir la excitabilidad y la velocidad
de conduccién y asi prevenir o, paraddjicamente, inducir una reentrada, con la
transformacién de un bloqueo unidireccional en bidireccional y viceversa. La
dispersion del QT, por ejemplo, puede ser una expresion de eficacia y al mismo
tiempo de accion proarritmogénica de un FA.

4.2 Clasificacion

Los FA se clasifican en cuatro grupos, segun la fase del potencial de accién
que afecten [Vaughan Williams 1975]

La clasificacion electrofisiologica de los agentes antiarritmicos es:

1. FARMACOS CLASE 1: estabilizadores de la
membrana/bloqueadores de las vias del sodio
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Tabla 4-1 Farmacos antiarritmicos clase I

CLASE 1A CLASE 1B CLASE 1C

quinidina lidocaina flecainida

procainamida mexiletina encainida

disopiramida aprindina propafenona
= Clase 1A:

Los farmacos de este grupo prolongan el periodo refractario efectivo por: (a)
inhibicion de la corriente rapida de sodio; y (b) prolongacion de la duracion del
potencial de accion

La quinidina enlentece la fase 0 del potencial de accidon y deprime la
despolarizacion diastolica espontanea de la fase 4, no alterando el potencial de
reposo de la membrana. Alarga el periodo refractario efectivo en las auriculas,
ventriculos y sistema de His-Purkinje

La procainamida no prolonga el intervalo QT hasta el extremo que lo hace la
quinidina.

La disopiramida tiene una mayor acciéon vagolitica y efectos inotropicos
negativos.

= Clase 1B:

Inhiben la corriente rapida de sodio pero acortan la duracion del potencial de
accion. Esta ultima propiedad evita la prolongacion del QT. Se cree que actian
en el tejido isquémico, incrementando el bloqueo de la conduccion,
interrumpiendo asi los circuitos de reentrada.

La lidocaina tiene como accion electrofisioldgica principal la depresion de la
despolarizacion diastdlica espontanea de la fase 4. Esta depresion causa una
disminucion en la automaticidad de los marcapasos ventriculares ectopicos e
incrementa el umbral de la fibrilacion ventricular.

La mexilmetina tiene propiedades electrofisioldgicas que se parecen a las de
la lidocaina. No es efectivo en el control de las taquiarritmias supraventriculares.

La aprindina tiene un efecto depresor a todos los niveles de la conduccidén
cardiaca, incluyendo la SA, la AV y la de las fibras de His- Purkinje. También
ejerce una actividad inotropica negativa suave.
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= (ClaseIC:

Inhiben de forma potente los canales de sodio, bloquean la conduccion en el
His-Purkinje, ensanchando el QRS, y acortan marcadamente la duracion del
potencial de accion, pero sélo en las fibras de Purkinje. Son antiarritmicos
potentes, que se utilizan en arritmias ventriculares resistentes. La depresion
marcada de la conduccion, a su vez, les dota de potentes efectos arritmogénicos.
Destacan la flecainida y la propafenona.

La flecainida comparte algunas propiedades -electrofisiologicas de la
quinidina y de la lidocaina. La mayor desventaja es su efecto pro-arritmico.

La encainida es efectiva en la supresion de arritmias ventriculares complejas
y potencialmente fatales. Afecta principalmente a la conduccion en el sistema de
His-Purkinje. Interfiere en la entrada del sodio en las células cardiacas a través
de la via rapida de sodio, acorta la duracion del potencial de accidon y eleva el
umbral de la fibrilacién ventricular.

La propafenona posee efectos similares a los de los agentes bloqueadores
Bdrenérgicos, ademas de los antagonistas del calcio. Ejerce un efecto inotropico
ligero.

2. FARMACOS CLASE 1I: bloqueadores Bdrenérgicos

Los agentes bloqueadores 3 se emplean para controlar las arritmias inducidas
o exacerbadas por el aumento de la actividad simpatica mediante el incremento
de los niveles de catecolaminas como puede ocurrir en la isquemia miocardica.
Aumentan significativamente el umbral de la TV.

Las indicaciones incluyen la taquicardia sinusal inapropiada, taquicardia
auricular paroxistica, provocada por la emociéon y el ejercicio, las arritmias
ventriculares cronicas en ausencia de insuficiencia cardiaca.

=  propanolol
= acebutolol
= metropolol
= pindolol
3. FARMACOS CLASE III:

Son un grupo de farmacos que aumentan el periodo refractario por diferentes
mecanismos: bloqueando los canales de Na®, bloqueando algunas corrientes de
Ca®", bloqueando algunos canales de K.

= amiodarona
= dofetilide
= Dretillo
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4. FARMACOS CLASE 1V: bloqueadores de las vias del calcio

Los bloqueadores de las vias del calcio son agentes que deprimen
selectivamente los canales miocardicos lentos.

= diltiazem
=  verapamilo

= nifedipina

4.3 Modelizacion de firmacos antiarritmicos

Las tltimas dos décadas, diferentes hipotesis han sido propuestas para
explicar la accién de los farmacos. Estas son: a) Bloqueo del poro; b) Guarded
Receptor (receptor guardado GR) [Starmer, et al., 1984; Starmer y Grant, 1985;
Starmer y Courtney, 1986; Starmer, 1987]; ¢) Modulated Receptor (receptor
modulado MR) [Hille, 1977; Hondeghem y Katzung, 1977; Hondeghem y
Katzung, 1980]. En el modelo de bloqueo del poro, el fairmaco tiene acceso
continuo hacia su receptor y la afinidad al receptor es independiente del estado
del canal. Por lo tanto, la unién del fdrmaco es modelizada como un simple
decremento de la conductancia. Este modelo es util para predecir el efecto de un
farmaco independientemente de cémo las compuertas del canal actlian en
respuesta a un estimulo dado. Sin embargo, la accién de farmacos antiarritmicos
clase I es dependiente de la respuesta del canal a un particular estimulo como lo
evidencian el mayor efecto del farmaco cuando la estimulacion es mas rapida
(dependencia de frecuencia). De esta forma, el modelo de bloqueo del poro no
puede ser usado para la modelizacion de la interaccion de farmacos
bloqueadores del canal de sodio.

Por otra parte, las hipotesis de GR y MR tienen en cuenta la dependencia de
la frecuencia, pero las hipotesis difieren en como asumen el mecanismo y las
consecuencias de la asociacion del farmaco. La hipdtesis GR asume que la
afinidad del receptor para el farmaco es constante, mientras el acceso hacia el
receptor varia con el estado del canal. Una vez el farmaco se asocia, el canal
queda en un estado de no conduccion hasta que el farmaco se pueda disociar del
receptor [Starmer, et al., 1984; Starmer y Grant, 1985; Starmer y Courtney,
1986; Starmer, 1987].

En contraste, la hipotesis MR define que la afinidad del receptor para el
farmaco cambia en funcion del estado del canal, mientras que el acceso al
receptor es constante. El farmaco puede asociarse en cualquiera de los tres
estados del canal (cerrado, activo e inactivo), pero con diferentes afinidades para
cada estado y cada farmaco [Hille, 1977; Hondeghem y Katzung, 1977]. Para
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permitir la asociacién dependiente del estado, el comportamiento del farmaco
asociado al canal debera ser modificado para preservar el balance de energia.
Por lo tanto la hipdtesis MRT requiere alterar la cinética del canal cuando el
farmaco esté asociado al canal.

Recientemente, una cuarta hipdtesis de accion de farmaco ha sido propuesta:
la hip6tesis Alosteric Effector (AE) [Balser, et al., 1996]. Al igual que la MR
postula que la asociacion del fairmaco altera la cinética de las compuertas. Esta
teoria, asume que el farmaco decrementa la energia libre Gibbs para la
conformacién de estado inactivo. Este cambio causa que la inactivacion del
canal sea mas facil y que el canal quede inactivo por un periodo de tiempo
extendido.

De las cuatro hipotesis propuestas para modelizar la accidon de farmaco, s6lo
dos la MRT y AE, requieren alteraciones en la cinética de las compuertas del
canal.

4.3.1 Guarded Receptor Theory (GRT)

Como se mencionaba con anterioridad la presencia de FA genera
variaciones del pico de la corriente de sodio durante repetitivas estimulaciones
sugiriendo cambios sensibles a voltaje en el equilibrio de los canales bloqueados
y los no bloqueados [Arnsdorf y Bigger 1975; Cahalan 1978, Bean 1983; Grant
et al. 1989]. Ademas, el desarrollo del bloqueo, es dependiente de la
disponibilidad del canal, es decir, las compuertas del canal limitan el acceso del
farmaco a su receptor, como se ilustra en la Figura 4.1. Esto es conocido como
la Guarded Receptor Theory [Starmer 1984; Baumgarten et al. 1991].
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Figura 4.1 Modelo de accion de las compuertas cuando un firmaco bloquea un
canal i6nico. [Starmer et al. 2003].
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El desarrollo del modelo se realiza en 3 fases:

= Lainteraccion del farmaco con el sitio de asociacion.

= La modificacion de la relacion de coeficientes, incorporando la energia
necesaria para mover la carga del farmaco hasta el sitio de asociacion.

= FE] efecto de la conformacion del canal sobre los sitios de acceso de
asociacion.

Para una conformacion del canal, la interaccion del agente bloqueante D, con
el canal no bloqueado U, puede ser representado por

ko

U+De——>» B
N (4-1)

Donde B representa la asociacion del farmaco con el canal, Ky y 1p son la
relacién de coeficientes de asociacion y disociacion. Para una conformacion
especifica de canal, la fraccion de canales asociados al farmaco, b, estd dado
por:

do

E_ko.[D]-(l—b)—lo-b (4-2)

En presencia de una carga de membrana, la cinética de asociacion se
modificard por la carga del fdrmaco debido a la relaciéon de energia requerida
para el movimiento del fArmaco a través de la diferencia de potencial. Asi, Vool
representa el potencial de la fuente de origen del farmaco y V... representa el
potencial del receptor del farmaco del canal. Entonces la energia adicional
requerida por el movimiento de carga del agente bloqueante, z, desde la fuente
hasta el receptor es z(Vpool — Vrec). La incorporacion del efecto de movimiento
de carga modifica la relacion de coeficientes de asociacion y disociacion asi:

k. — kez'a'(\/pool ~Vrec JF/RT

° 4-3
| = |ez'(1—3)‘(\/pool—Vrec)F/RT (4-3)
0=
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Donde ¢ representa la particion del efecto de carga entre las reacciones de
asociacion y disociacion. Para ¢ = 1, todo el efecto de la carga reside en la
reaccidon de asociacion, mientras para € = 0, el efecto de la carga reside en la
reaccion de disociacion, dando lugar a la siguiente ecuacion:

(:itt) —k. [D] (1 _b).ez'ﬁ'(\/pooI*Vrec)F/RT _1-b- eZ'(lff"}'(Vpoolerec)F/RT (4-4)

Para cada una de las configuraciones del canal, hay una constante de
disociacion en equilibrio independiente de la configuracion, Kg, la cual refleja
las diferentes constantes de asociacion y disociacion, que caracterizan la
transicion entre en canal asociado y el disociado. Por lo tanto, aunque las
constantes de asociacion y disociacion sean diferentes, Ky sera igual para todas
las conformaciones en las que el farmaco actua.

Combinando la cinética de asociacion y el modelo de compuertas
independientes se podra plantear una expresion para esta teoria:

@ _ SZU fS .ks -[D]-(1_b),ez'«S"(VpooI*Vrec)F/RT ~
e (4-5)
SEu: gS . lS ez'(l’s)'(vpool —Vrec )F/RT

s=l1

Siendo S, los diferentes estados de conformacion, S las conformaciones del
canal, f;:(1-b) es la fraccion de canales no bloqueados, gsb es la fraccion de
canales bloqueados, y ks y Is son los coeficientes de asociacion y disociacion
para cada estado del canal.

Asumiendo una afinidad del receptor independiente de la conformacion del
canal, la expresion de equilibrio de bloqueo sera:

-1
b(oo)=| 1+ 7'DKd e_z'(VpOO' Vree [Ty (4-6)

Donde Ky = Ig/ks y W es un factor determinado por la fraccion de canales en
cada conformacion, f; y gs [Starmer y Kerr 1985; Starmer y Grant 1985; Starmer
1986; Starmer et al. 1991; Starmer et al. 1990].
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Esta teoria ha sido usada por diferentes autores y a través de ella se han
podido modelizar la accion de diferentes farmacos utilizando la compuertas del
canal y los diferentes estados en los que el farmaco se puede asociar o disociar,
ademas de incluir satisfactoriamente la reduccion de la Vp,, de manera

dependiente de la frecuencia [Weirich y Antoni 1989, 1990; Kojima y Ban
1988; Ban et al. 1989a, b] y de la Iy, [Makielski et al. 1990]

5 Lidocaina

5.1 Caractetisticas

La lidocaina pertenece a la familia de farmacos llamados anestésicos locales
(AL) ademas de ser usado como firmaco antiarritmico. Estos inhiben el
transporte de sodio del exterior al interior de la membrana, al ocupar un sitio
especifico en el receptor del canal. Este farmaco actua reduciendo la velocidad
de despolarizaciéon y de conduccidn, prolongando el periodo refractario e
inhibiendo por completo la despolarizacioén de la membrana. (Figura 5.1)

:\’_@:_H [T Canal de sodia

Receptor
del anestésico

/ local

- N ) @t o @I —

Figura 5.1 Mecanismo de accion de los anestésicos locales.

Fisicamente se conoce que las moléculas de anestésicos locales estan
formadas por tres componentes (Figura 5.2):

1. Un anillo insaturado aromatico lipofilico, que es generalmente de tipo
bencénico,

2. Un grupo amino terciario hidrofilico que actia como una base
aceptadora de protones, que confiere un caracter de base débil, y
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3. Una cadena intermedia que une a la amina basica con el anillo
aromatico, existiendo ademas un enlace que puede ser de tipo éster
derivado del &cido benzoico o amida homodloga de la anilina, entre esta
cadena intermedia y el anillo aromatico.

Nacleo aromdtico Union . Cadena H Amina
: ;. hidrocarbonada

7 : ? 'E Ri
/*\>—— c0—0——— (CH),—— N
| .- ,: R1

= ' Ester :

| R1
=~ MM — CO +—— (CH,), — N<

Amida

Figura 5.2 Estructura quimica de los anestésicos locales.

El grupo aromatico le confiere liposubilidad a los anestésicos locales, lo cual
le permite atravesar la bicapa lipidica de las membranas celulares para llegar a
su sitio de accion. Por su parte, el grupo amino otorga hidrosolubilidad y
capacidad de unirse a las proteinas de la fibra. Finalmente, la cadena intermedia
le hace reactivo. En base a las caracteristicas de esos enlaces los anestésico
locales se clasifican en amino-esteres y amino-amidas, los primeros metabolizan
en el plasma por la colinesterasa, son poco estables y pueden producir
fenomenos alergénicos, los segundos se biotransforman por los microsomas
hepaticos, son estables y su potencial alergénico es minimo.

Las propiedades fisicoquimicas que regulan la actividad clinica de los
anestésicos locales son:

= Liposolubilidad: Mientras mas liposoluble penetraran mas facilmente a
través de la membrana y menos moléculas del mismo seran requeridas
para producir el bloqueo de la conduccién nerviosa.

=  Unibn a proteinas: La duracion del bloqueo de conduccion se debe a su
union a las proteinas de los receptores localizados en el interior de los

+

canales de Na'.

= pKa: La latencia de los anestésicos locales, esta determinada por su
pKa, el cual ha sido definido como el pH en el cual las formas
ionizables y no ionizables de este firmaco se encuentran en una
proporcion igual de 50%.
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Por otra parte, el efecto de los anestésicos locales se relaciona con los
siguientes factores, entre otros: dosis, sitio de administracion, ajustes de pH,
adicion de otros agentes, mezcla con otros anestésicos locales.

Se conoce que la lidocaina pertenece al grupo de las amino-amidas y tiene un
pKa en los rangos de 7.5 — 9.0. La forma cationica de la lidocaina predomina
para bajos pH, y la forma neutra para altos pH. La forma cargada bloquea de
manera mas potente el canal cuando es aplicada desde dentro de la célula y para
que éste se pueda asociarse a su receptor es necesario que el canal esté abierto
(trayectoria hidrofilica - Figura 5.3). Conjuntamente, la forma neutra actia
rapidamente cuando es aplicada desde fuera de la célula, probablemente por que
se difunde libremente a través de la membrana celular (trayectoria hidrofébica -
Figura 5.3) [Hille 1977 a,b]. Las moléculas mas lipofilicas del farmaco tienen
acceso al receptor durante la repolarizacion del potencial de accion y muestran
una pequefia acumulacion extra durante repetitivas estimulaciones, ya que ellas
pueden llegar al receptor rapidamente durante el intervalo entre estimulaciones.
A su vez, se ha comprobado que todas las formas del farmaco estan disponibles
para interactuar con el receptor cuando se varia el pH extracelular.

UletEa Ll h'dmf'"C Trayectoria hidrofobica

T
WM W MW

Figura 5.3 Trayectoria hidrofébica e hidrofilica que utiliza un fairmaco para acceder
a su receptor.

También, se conoce que el pH externo gobierna el estado de ionizacion de
las moléculas de farmaco asociadas y afecta el tiempo que éstas se quedan
asociadas al receptor. Finalmente, el receptor del farmaco estd en uno de los 3
estados: F, canal libre de farmaco, N, canal bloqueado por la forma neutra del
farmaco y C, canal bloqueado por la forma catidonica. Estos estados se
interconectan siguiendo este esquema: (Figura 5.4)
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F +
A AH
NT.C

H*

Figura 5.4 Diagrama de estados de interaccion de un firmaco con un canal iénico
cuando se presentan cambios en el pH.

Donde A es el farmaco amina libre y disponible, AH" es el farmaco
protonado y disponible y H' es el proton intercambiado con el medio externo.

Como se ha mencionado anteriormente la lidocaina bloquea el canal de
sodio. Dicho bloqueo se ha demostrado que depende del voltaje y de la
frecuencia de estimulacion. Dichas conclusiones se basan en la evidencia
experimental con diferentes técnicas de medidas electrofisiologicas: estudios de
la Iy, en tejidos del corazéon por medidas directas en preparaciones
multicelulares [Bean 1983], estudios de voltage clamp en células cardiacas [Lee
1981, Sanchez-Chapula 1983, Clarkson et al. 1988], estudios de canales de
sodio usando patch-clamp [Grant 1989, Nilius 1987] y por estimaciones
indirectas derivadas de mediciones realizadas sobre la derivada maxima del
potencial del accion [Chen 1975; Weld 1975; Hodeghem y Katzung 1980;
Clarkson et al. 1985; Matsubara et al. 1987].

Por otra parte, Clarkson [Clarkson et al.1988] y otros autores demostraron
que el bloqueo dependiente de la frecuencia puede ser dividido en dos
componentes: una rapida asociacion en el estado de activacion, siendo ésta
dependiente del voltaje y otra componente lenta cuando el canal esta inactivado.
Finalmente, la recuperacion del bloqueo es lento y no alcanza una completa
recuperacion antes de la siguiente despolarizacion, por lo que se dice que su
bloqueo es dependiente de la frecuencia.

5.2 Bases farmacocinéticas

Experimentalmente se ha demostrado que la lidocaina se asocia al canal de
Na" de manera dependiente del voltaje. De esta forma, despolarizaciones de la
membrana aumentan el bloqueo y las hiperpolarizaciones disminuyen el bloqueo
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[Cahalan 1978; Bean 1983; Matsubara 1987; Starmer 1991]. Starmer demostro
que variando el potencial de reposo del voltage clamp, el bloqueo producido por
la lidocaina sobre la Iy, era a su vez modificado como se observa en la Figura
5.5.

Voltage dependence of Lidocaine blockade

-
- Virest) = —150 mV
o
3 » V(rest) = =140 mV
E
2
3
» V(rest} = =130 mV
=
@
a
Virest) = =120 mV
f 2o sewwvoewTugySoue Virest) = —110 mv
1 ] ]
0 10 20
Pulse

Figura 5.5 Dependencia del voltaje de la lidocaina. Starmer et al. [Starmer et al.
1991].

Por otra parte, resultados experimentales en diferentes especies [Hodeghem y
Katzun 1980; Bean et al. 1983; Sanchez-Chapula et al. 1983; Matsubara et al.
1987; Clarkson et al. 1988] también han demostrado que la lidocaina produce un
bloqueo dependiente de la frecuencia de estimulacion, al mismo tiempo que es
dependiente de la concentracion del farmaco y de la duracion del pulso de
estimulacion.

5.3 Efecto del pH

Como se explico con anterioridad, la lidocaina al ser un AL posee
caracteristicas de variabilidad en su efecto debido a cambios en el pH. Un gran
numero de estudios en nervios, tejidos cardiacos y esqueléticos han mostrado
que la cinética de interaccion de anestésicos locales con su receptor es
dependiente del pH [Grant et al. 1980; Grant et al. 1982; Hille 1977; Nattel et
al. 1986; Schwart 1977].
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Hille [Hille 1977] propuso que la forma catidonica de los farmacos puede
acceder al receptor s6lo desde dentro de la membrana y s6lo cuando el canal esta
abierto (estado activado). Mientras, la forma neutra de los farmacos puede
interactuar con el receptor aun si el canal estd cerrado, consiguiendo acceso a
éste a través de la trayectoria lipofilica. Estas observaciones han sido
confirmadas por Gliklich y Hoffman [Gliklich y Hoffman 1978].

Asi, cambios en pH pueden marcadamente alterar la relacion de farmaco
neutro y cargado; de esta manera se alteraria la efectividad del farmaco. Un
claro ejemplo de este cambio es cuando se produce una acidosis externa, ya que
se promueve la forma cargada del farmaco ocasionando que la accion de éste sea
mucho mas lenta [Nattel 1983], ademas de un decremento en la concentracion
de equilibrio. Por lo tanto, farmacos que actian primordialmente bloqueando el
estado inactivo, reducirian su efecto sobre el canal de sodio cuando se presentara
una acidosis extracelular. Por otra parte, en otras investigaciones se comprobo
que la acidosis podria prolongar el potencial de accion y de este modo se
prolongaria el tiempo en el cual el bloqueo del estado inactivado podria ocurrir
[Spitzer, Hogan 1979]. Finalmente, cuando se presenta una acidosis extracelular
se facilita la protonacion del fairmaco asociado al receptor y s6lo la forma neutra
del farmaco puede disociarse desde el canal cerrado. En este caso la
recuperacion desde el bloqueo se espera que sea mucho mas lenta a causa de la
acidosis [Schwartz 1977, Nattel 1981].

Por otra parte, se ha considerado que las moléculas de farmaco neutro de la
lidocaina se pueden asociar y disociar de acuerdo al estado en el que el canal se
encuentre, es decir, mientras la membrana alcance potenciales de
despolarizacion, el canal pasard a estar en estado activo y posteriormente a
estado inactivo, siendo en estos dos estados donde se producird una mayor
asociacion del farmaco neutro [Hille 1977a; Verma y Wallach 1976]. Asimismo,
dadas las propiedades de las moléculas de farmaco neutro éste podra disociarse
con mucha mayor rapidez en todos los estados del canal. A su vez, la forma
cargada podra disociarse del canal solamente a través de una trayectoria
hidrofilica (canal abierto) [Khodorov et al. 1976; Yeh 1978 y Yeh y Tanguy
1985] y son los diferentes estados del canal los que impiden que la forma
cargada del farmaco escape y deje a el canal bloqueado hasta que se presente
otra estimulacion, en donde el canal se abrira de nuevo para asi permitir que esta
molécula pueda disociarse del canal. Broughton [Broughton et al. 1984] quiso
sintetizar de una manera mas clara estos procesos y propuso el siguiente
esquema de asociacion y disociacion:
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U + Dc «XC 5B,
C (5-1)

U+ Dy «<N 5B,
IN

También asumi6é que la relacion entre el canal bloqueado por el farmaco
neutro y cargado permanece constante a través de la reduccion total del bloqueo

de la \/maX, ademas propuso que el ambiente de pH y el pKa del farmaco

permanece igual con el canal bloqueado que con el fArmaco libre, asi:

b_NzlopH—pKa (5-2)
be

De acuerdo a los resultados experimentales observados, se ha concluido que
cuando se incrementa [H'] del medio extracelular, los iones de hidrogeno
protonan el farmaco asociado al receptor y reducen la proporcion de farmaco
neutro, produciendo que el fairmaco se pueda disociar s6lo por la trayectoria
hidrofilica, por lo que el canal debera estar abierto o en estado activo para poder
disociarse, ocasionando de esta forma un retardo en la recuperacion del bloqueo.
En la Figura 5.6 se puede apreciar como el retado en la recuperacion es mayor
cuando la relacion entre farmaco neutro y cargado en menor que uno, lo que
significa que hay mayor cantidad de farmaco cargado [Kupersmith et al. 1975;
Strichartz 1973; Schwarz et al. 1977; Gintant et al. 1983]. De igual forma, la
relacion de inicio de bloqueo también se vera reducida por el aumento de la [H']
[Wendt et al. 1993]. El incremento del retardo de la cinética de recuperacion en
entornos 4cidos, provoca un mayor periodo refractario producido por la
lidocaina en tejidos isquémicos. Este hecho sugiere que la lidocaina podria
bloquear ciertos estimulos prematuros en tejidos isquémicos.

32



Capitulo 1 Introduccion

500

400

300

AGGREGATE
Tr
[ms)

100+

UDU(EU'?____'___

i L ]
00 1 2 3

R
(RATIO OF NEUTRAL TO CHARGED DRUG]

Figura 5.6 Relacion entre el tiempo de recuperacion (z,) del bloqueo producido por
lidocaina y la relacion entre fairmaco neutro y cargado [Broughton et al. 1984].

Por otra parte, se ha comprobado como la relacion de bloqueo del canal es
mas rapida en altos pH. En bajos pH cuando la forma cargada predomina, la
relacion de bloqueo es aparentemente mas lenta. Ademads, existe mucha mayor
dependencia de la frecuencia para cuando el farmaco cargado tiene una mayor
proporcidn respecto con el firmaco neutro [Schwarz et al. 1977].

Diferentes autores han comprobado la influencia del pH sobre el efecto de la
lidocaina en diferentes especies y tejidos. Nattel et al. [Nattel et al. 1981]
encontr6 como al disminuir el pH el efecto que ejercia la lidocaina sobre el

y la CV fue

mucho mayor. Por otra parte, Broughton et al. y Moorman et al. [Broughton et
al. 1984; Moorman et al. 1986] observaron como se incremento la duracion del
potencial de accion al disminuir el pH. De igual forma, Wendt et al. [Wendt et
al. 1993] encontr6é que la relacion de asociacion de la lidocaina con el receptor
fue retardada cuando el pH fue disminuido, ademas dicha reduccion tiene mayor
impacto sobre el estado estacionario de bloqueo.

potencial de reposo, la amplitud del potencial de accion, la V.

Al encontrar estos resultados algunos investigadores se plantearon estudiar la
eficacia de este farmaco sobre tejidos isquémicos, ya que se conoce
experimentalmente que éstos sufren una fuerte acidosis. De este modo, Butwell
[Butwell 1993] encontré que la lidocaina protege el miocardio en modelos de
isquemia regional y global. Ademas, propuso que el mecanismo de accion
incluye una conservacion de alta energia fosfata, atenuacion de la acidosis y
reduccion de la [Na'];, estos resultados también fueron validados por Kojima y
Miura; Matsumura et al. y Tosaki [Kojima y Miura 1991; Matsumura et al.
1987; Tosaki et al. 1988]
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También Butwell comprobd como en ventriculos de rata, la lidocaina retarda
la acumulacion de Na' intracelular durante los primeros 10 minutos de isquemia.
Del mismo modo encontr6é que la lidocaina también reduce el ATP durante los
primeros minutos de isquemia.

5.4 Efectos sobre el potencial de accion

Se han realizado muchos estudios sobre la variacion de algunas de las
caracteristicas electrofisiologicas del potencial de accion causada bajo la
influencia de anestésicos locales, entre las que se destacan:

5.4.1 Corriente de sodio

Medidas realizadas utilizando voltage clamp para diferentes tejidos y
especies han mostrado como diferentes concentraciones de lidocaina generan
una reduccion considerable de la corriente de sodio [Bean 1983]. Los estudios
realizados por Bean en fibras de Purkinje de conejo, aplicando un tren de
impulsos arrojaron como resultado una disminucién de Iy, de forma directa con
la concentracion de lidocaina; como se ilustra en la Figura 5.7.

A Mo drug 20,M lidocone 100K M lidocaine
o J J J\f_—'
-100 f
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i = = = 100uM
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Figura 5.7 Influencia de la frecuencia sobre el efecto de la lidocaina para diferentes
concentraciones. Fibras de Purkinje de conejo [Bean 1983].
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Bean a su vez encontrd que la lidocaina tiene una alta afinidad cuando el
canal esta inactivado. También, Clarkson [Clarkson et al.1988] sugiridé que el
bloqueo dependiente de la frecuencia es el resultado de la interaccion de la
lidocaina con el canal de sodio en el estado de activacion al igual que en el de
inactivacion. Ademas demostré claramente como a mayor frecuencia mas alto es
el bloqueo de la corriente de sodio. Asi, en presencia de 100 uM de lidocaina la
amplitud de Iy, fue reducida en un 50% en ventriculo de cobaya (Figura 5.8).
Gilliam [Gilliam 1989] y Starmer [Starmer et al. 1991] demostraron que el
grado de bloqueado de la lidocaina es fuertemente dependiente del patrén de
estimulacion y del voltaje (Figura 5.9).

Control:
[ 90000000000000€ 24 5H:z
‘8 R =y Lidocaine:
2 » _I : . 1.0 Hz
T 6 Nisgummmamssos 2.0 Hz
L) L s
P 4'_ 3.3 Hz
z 4 5.0 Hz
2}
0 Ll 1 L { j - 1 4 []

Y B VL
Pulse Number

Figura 5.8 Influencia de la frecuencia sobre el bloqueo por la lidocaina. Cobaya
[Clarkson et al. 1988].
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Recovery from Lidocaine blockade
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Figura 5.9 Bloqueo de la Iy, dependiente del voltaje. Auricula de conejo [Starmer
1991].

Por otra parte, Furukawa [Furukawa et al. 1995] demostr6 a través de la
medida de Iy, utilizando whole cell voltage clamp, que el bloqueo por lidocaina
es idéntico para células de auricula y ventriculo de humano, ademas la
asociacion del farmaco se realiza en los estados de activacion e inactivacion
(Figura 5.10).

(a) Right atrium Right atrium
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= = 400 ms
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Figura 5.10 Bloqueo de Iy, dependiente de la frecuencia en auricula y ventriculo
humano. [Furukawa 1995].

5.4.2 Derivada maxima del potencial de acciéon

Al igual que la corriente de sodio, la V,,,, se reduce al aplicar diferentes

concentraciones de lidocaina y a medida que aumenta la frecuencia de
estimulacion. [Sanchez — Chapula et al. 1985, Enhring et al. 1987, Nawada et
al. 1994, Matsubara et al. 1987, Mestre et al. 1999]. Ademas las diferentes

36



Capitulo 1 Introduccion

experiencias demostraron un significativo bloqueo dependiente de la frecuencia
sobre la derivada maxima del potencial de accion, lo cual es explicado ya que el
intervalo diastolico no fue lo suficientemente largo para completar la
reactivacion de la derivada méaxima, asi se produce una acumulacion de bloqueo
con cada potencial de acciéon hasta que el estado estacionario sea alcanzado
(Figura 5.11 y Figura 5.12).

Normalized Vmax
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Figura 5.11 Reduccion de \/max por un tren de pulsos de Sms [Matsubara et al.
1987].
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Figura 5.12 Variacion de la Vmax en funcién de la frecuencia de estimulacién por
una concentracion de 22.2 pM de lidocaina [Ehring et al. 1987].
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Al igual que como ocurre con la Iy, los resultados experimentales
demostraron como el bloqueo producido por lidocaina es asociado con repetidas
despolarizaciones en donde se pueden apreciar dos componentes: una temprana,
muy rapida en la cual se desarrolla en los primeros milisegundos, seguido por
una fase lenta, la cual tiene una constante de tiempo de unos cien milisegundos.
Asi, la fase rapida ocurre cuando el fAirmaco se asocia en el estado de activacion
del canal y la fase lenta ocurre mientras el canal esta inactivado.

5.4.3 Duracion del potencial de accién

En cuanto al APD existen muchos resultados divergentes. Algunos autores
han observado que la lidocaina acorta la duracion del potencial de accion
[Nawada et al. 1994; Mestre et al. 1999]. Por otra parte, Quinteiro [Quinteiro
1990] encontré que el APDy, es incrementado ligeramente en los diferentes
ciclos de estimulacion estudiados. En Tabla 5-1 se puede apreciar los valores de
cambio del APD en diferentes concentraciones y especies.

Tabla 5-1 . Relacion de los diferentes resultados encontrados experimentalmente por
diferentes autores en varias especies para la duraciéon del potencial de accion. Las
flechas indican si el APDy, es | disminuido o * aumentado

Nawada - Cobaya

Concentracion (umol/L) % de cambio de APDgq
3 1.2+
10 2 4
30 481
100 9.74

Mestre — Rata

0.3 634

Quinteiro — Perro

22 3 1
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5.4.4 Velocidad de conduccién

Al igual que en los parametros anteriores, datos experimentales en diferentes
especies han demostrado que la lidocaina también reduce la velocidad de
conduccién de manera dependiente de la frecuencia, como se puede apreciar en
la Figura 5.13 [Anderson et al. 1990, Quinteiro et al. 19990, Watanabe et al.
2000]. Esta reduccién puede ser un mecanismo importante de accién de los
farmacos antiarritmicos y pueden de algin modo facilitar la arritmogenesis.
Ademas, se observo que los cambios sobre la velocidad de conduccion son casi
iguales tanto para la propagacion longitudinal como para el transversal.
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Figura 5.13 Efecto de la lidocaina sobre la velocidad de conduccion longitudinal (L)
y transversal (T) [Anderson et al. 1990].

5.4.5 Periodo refractario efectivo

En cuanto al ERP, previos estudios in vitro sobre fibras de Purkinje y
ventriculo han demostrado que el efecto electrofisiolégico de la lidocaina es
dependiente de la concentracion, no obstante son necesarias altas
concentraciones para que se prolongué significativamente el periodo refractario
[Davis 1969; Bigger 1970]. Experimentalmente se ha comprobado, que el
periodo refractario en presencia de lidocaina es incrementado [Nakaya 1989,
Martins 1985] ademas, algunos autores afirman que la lenta cinética de
recuperacion de la Iy, es la responsable de dicho incremento sobre el periodo
refractario.
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Li [Li 1991] por su parte encontrdé que bajas concentraciones de lidocaina no
indujeron cambios significativos sobre el ERP tanto en condiciones normales
como en condiciones isquémicas; sin embargo, 50 pumol/L de lidocaina
incrementaron considerablemente el ERP durante condiciones isquémicas y en
condiciones de reperfusion.

5.5 Uso clinico de Ia lidocaina

Los farmacos antiarritmicos clase I (bloqueadores del canal de sodio) como
la lidocaina son habitualmente usados en la clinica para tratamientos de
arritmias, pero su uso ha sido limitado por su efecto pro-arritmico [Woosley
1991]. Los efectos clinicos de este farmaco no han sido aclarados en su totalidad
ya que los estudios realizados para comprobar la efectividad de este tipo de
antiarritmicos divergen en sus resultados.

El uso profilactico de la lidocaina fue considerado en las décadas de los 70°s
y 80’s sobre la base de su efecto reductor principalmente en fibrilacion
ventricular (VF). En los afios 90’s, la rutina de usar profilacticamente la
lidocaina en AMI (infarto agudo al miocardio) fue abandonada debido a que su
relacion riesgo beneficio era poco favorable.

Algunos investigadores han argumentado que el uso profilactico de Ia
lidocaina reduce la incidencia principalmente de VF [Farkas et al. 2002; Yadav
2004]. No obstante, estos estudios fueron realizados en elevadas
concentraciones de farmaco. Otros estudios clinicos demostraron como el uso
profilactico de lidocaina adversamente incrementa la tasa de mortalidad en
pacientes recién infartados [Hélie 1995; Murasato 1997; Sadowski 1999; CAST
- cardiac arrhythmia supresion trial Circulation 2000].

Por otra parte, se ha encontrado que este fairmaco también produce una
accion proarrimtica atribuida al retardo producido en la conduccién en tejidos
normales que a su vez compite con la accion antiarritmica. Carson et al. mostro
que la administracion de lidocaina incrementa la incidencia de VF después de
una oclusion coronaria en cerdos, con una depresion de la conduccion
dependiente de la concentracion [Carson et al. 1986; Aupetit et al. 1995].

A su vez, autores como Harrison, Berte y Kompa encontraron que la
lidocaina reduce las complicaciones alcanzadas desde la VF durante un AMI
[Harrison y Berte, 1982; Kompa 2000]. Sin embargo, Singh observoé que este
farmaco predispone al paciente hacia una bradicardia debido al exceso en el
retardo de la velocidad de conduccion [Singh 1992].

Clinica y experimentalmente se demostré que la lidocaina inhibe varias
formas de automaticidad. Sin embargo, no previene la taquicardia ventricular
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(VT) que es generada desde una oclusion coronaria, debido a la reduccién en la
excitabilidad y en la propagacion del impulso producida por el farmaco
[Castellanos et al. 1982; Sheu 1985; Cardinal et al. 1991; Barret et al. 2000;
Murasato et al. 1997]. Aunque, cabe destacar que se encontrd que altas
concentraciones podrian prevenir la multiplexacién de varios frentes de ondas
que se degeneran en circuitos reentrantes; lo cual es caracteristico de la VF.

Al analizar un poco mas a fondo el mecanismo por el cual la lidocaina puede
ser antiarritmica o proarritmica en tejidos isquémicos se encontrdé también una
gran divergencia en los resultados. El mecanismo por el cual la isquemia
produce arritmias no es conocido con certeza pero se cree que las reentradas
juegan un rol importante en la generacion de arritmias [Cranfield et al. 1973].
Como los circuitos de reentradas incluyen ambos tejidos normal e isquémico, las
arritmias producidas por isquemia pueden ser interrumpidas rompiendo el
circuito reentrante. Asi, los farmacos antiarritmicos podrian prevenir las
arritmias por una accidn en el tejido normal o en el tejido isquémico. Sin
embargo, muchos antiarritmicos clase 1 actian prolongando en exceso la
velocidad de conduccion en el tejido normal, contribuyendo asi a la generacion
de circuitos reentrantes [Dhein et al. 1993; Hodeghmen 1987].

Algunos estudios realizados a final de los afios 70’s y comienzo de los 80’s,
han demostrado que la lidocaina elimind las reentradas en zonas isquémicas
ademas, ejercié mayor selectividad y bloqueo de las reentradas [El-sherif et al.
1977; Kupersmith 1979; Sanchez-Chapula et al. 1983; Campell y Hemsworth
1990; Kamiyama et al. 1994]. No obstante, Yin et al. y Patterson, encontraron
como la lidocaina promovio las reentradas debido a un incremento en el
gradiente de refractariedad, resultando un bloqueo adicional y un decremento
selectivo en la velocidad de conduccion en tejidos isquémicos. El incremento en
el gradiente de la refractariedad corresponde a un incremento en la longitud del
arco del bloqueo de la conduccidn, el cudl no puede responder por el incremento
en la incidencia de arritmias y la VT [Yin et al. 1997; Patterson 1982; Hélie
1995].

Lake encontré que la lidocaina aumenta la desfibrilacién ventricular
intraoperativa [Lake 1986] aunque, clinicamente comprobd que este firmaco no
tiene ningin efecto protector contra arritmias de reperfusion inducidas por
trombosis intracoronarias en pacientes con infarto agudo al miocardio [Kuck
1985]. No obstante, previene efectivamente la VF después de una
revascularizacion miocardica en pacientes con cirugia de bypass coronario [Fall
1987].

La lidocaina es capaz de suprimir las arritmias ventriculares inducidas por
DAD (delayed afterdepolarization) en concentraciones clinicamente relevantes,
sugiriendo que la inhibicion del canal de sodio llega a ser una alternativa
farmacologica para suprimir la sobrecarga de Ca™" [Takahara et al. 2004]. Groot
et al. encontrd experimentalmente que la lidocaina redujo la pendiente diastolica
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y la incidencia de DAD hasta un 57 %, ademads previno la incidencia de focos
ectopicos [Groot et al. 1995; Kano et al. 1986]

Otra patologia como el sindrome de QT largo, el cual se caracteriza por un
alargamiento del intervalo QT sobre la superficie del electrocardiograma, otorga
una propension a severas arritmias ventriculares, Torsades de Pointes (TsP) y
VF, las cuales pueden desencadenar la muerte subita. Este alargamiento en el
intervalo QT es debido a una repolarizacion anormal ventricular. El principal
problema es la dispersion de la repolarizacion que acompaia la prolongacion del
intervalo QT. Algunos estudios clinicos han demostrado como la lidocaina
puede contrarrestar los efectos generadores del LQT (long QT) adquirido
aunque, cabe destacar que ésta ha sido pocas veces usada para tratar esta
patologia [Assimes y Malcolm 1998; Halkin et al. 2001].

Por otra parte, ha sido usada con éxito en TsP dependiente de pausa seguido
de AMI. EIl mecanismo de accion ha sido estudiado en animales y se supone
que reduce la despolarizacion de la corriente de sodio y suprime las EAD
inducidas por bloqueadores de potasio e hipokalemia ademas, se ha demostrado
como los episodios recurrentes de TsP fueron abruptamente terminados y el
ritmo sinusal fue restaurado después de la intervencidn con lidocaina [Carlsson
et al. 1993; Kazekas 1994]

Como conclusion se puede decir que aun queda por realizar muchos estudios
para comprobar el verdadero efecto de la lidocaina en las diferentes patologias
observadas en el miocardio.

5.6 Accion combinada con otros fArmacos

Debido a la falta de certeza en la actuacion de los farmacos antiarritmicos, en
las ultimas décadas se ha optado por usar combinaciones de farmacos para
potenciar su efecto antiarritmico y disminuir sus efectos pro-arritmicos. La
combinacién de fAirmacos antiarritmicos ha sido probada en humanos [Duff et al.
1983; Stroobandt et al. 1987; Wagner et al. 1987; Dorian et al. 1993] y en
animales [Duff y Gault 1986] demostrando que una interaccion entre fairmacos
puede generar resultados positivos a la hora de prevenir arritmias que pueden
desencadenar la muerte.

Como se sabe, la isquemia miocardica causa un acortamiento del APD en
todas las especies y esta asociada con la ocurrencia de arritmias reentrantes. Por
lo tanto, prolongar el APD o prevenir el acortamiento podria prevenir las
arritmias. Estudios de farmacos antiarritmicos clase III, demuestran que éstos
ejercen su accidn antiarritimica prolongando la duracién del potencial de accion
aunque la mayoria de ellos ejercen su efecto de manera dependiente de la
frecuencia en forma inversa, dando lugar a una pérdida de eficacia, ya que se
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observa una perdida de la prolongacion del APD en altas frecuencias y su
acentuacion en bajas frecuencias [Cheng et al. 1996]. La excesiva prolongacion
del APD incrementa el riesgo de incidencia de TsP, lo cual ha sido comprobado
experimentalmente con el tedisamil. Por otra parte, firmacos como la lidocaina
han reducido la incidencia de TsP tanto en humanos como en animales. Se ha
sugerido que la combinacién de estos dos farmacos podria proporcionar un
beneficio adicional a la hora de reducir los efectos pro-arritmicos generados por
cada uno de los farmacos [Hodeghem y Snyders 1990; Barret el al. 2000].

Diferentes estudios han sido realizados para probar el efecto antiarritmico de
estd combinacion de farmacos.

Un claro ejemplo de ello es el uso combinado de nikefalant (bloqueador de
Ik,) y lidocaina. Los resultados de este estudio muestran que nifekalant reduce la
longitud del ciclo de la VT y causa una terminacién temprana en asociacién con
la desestabilizacion de la dinamica de espiral. Al adicionar lidocaina, las
modificaciones en la reentrada de espiral de la VT fueron prevenidas [Amino et
al. 2005]. Este estudio ha sido realizado debido a que clinicamente para la
prevencion de la ocurrencia de VF se usa la amiodarone, pero este farmaco no
ha sido aprobado en Japon, por lo que se estan utilizando las combinaciones de
nifekalant y la lidocaina

Por otra parte, también se ha estudiado la combinacion de tedisamil, que es
un farmaco antiarritmico clase I1I, que al igual que el nikefalant bloquea la I, y
la lidocaina. Sarraf et al. demostré como la coadministraciéon de tedisamil y
lidocaina ocasiona un cambio hacia la izquierda de la curva dosis-respuesta,
demostrando que la accion de estos dos farmacos incrementan su efecto
antiarritmico y la cantidad de dosis necesaria se ve reducida al utilizarlos juntos.
Como se conoce, la lidocaina no tiene un efecto relevante sobre el ERP mientras
que el tedisamil incrementa el ERP. Dicha prolongacion en el ERP en tejidos
normales puede suprimir las arritmias cardiacas por una reduccion del tiempo
durante el cual pueden ocurrir dichas arritmias. Alternativamente, el incremento
en la refractariedad prolonga la longitud del circuito reentrante con lo cual
dicha reentrada no puede ocurrir [Sarraf et al. 2003].

También se realizaron estudios sobre la combinaciéon de adenosina y
lidocaina (AL). En el tratamiento con lidocaina no hubo muertes, pero el
farmaco fue inefectivo para decrementar la incidencia de arritmias o el tamafio
del infarto. Por el contrario, la administraciéon de adenosina y lidocaina previno
la muerte cardiaca, aboli6 la VT y VF y redujo el tamaifio del infarto desde un 61
% aun 38 %, por lo que se concluyd que esta combinacion permite la proteccion
de la muerte stbita, otras arritmias y la necrosis del tejido [Canyon et al. 2004].
Ademas, la adicion de lidocaina y adenosine ha mostrado una reduccién de la
disfuncion ventricular después de un procedimiento quirargico de bypass
[Flameng W 1995; Lasley y Mentzar 1995; Garrat et al. 1998].
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La habilidad de la unién de estos dos farmacos podria estar relacionado con
la baja excitabilidad cardiaca y la mejor estabilizacion de las funciones
electrofisiologicas y metabdlicas en corazones isquémicos. Este efecto protector
en tejidos isquémicos podria estar relacionado con el acortamiento del APD, ya
que el adenosine ocasiona que los canales sensibles a ATP se abran. Las
arritmias reentrantes podrian ser reducidas por la habilidad de adenosina y
lidocaina para reducir la heterogeneidad regional anormal del frente de onda del
potencial de accion y reducir el periodo refractario en las diferentes camaras del
corazén, incluyendo las  regiones transmurales, transepicardicas,
interventriculares y supraventriculares. Por lo tanto, para reducir la excitabilidad
miocardica, la demanda de energia, sincronizar el acortamiento del APD y la
dispersion a través del manejo de las concentraciones intracelulares de Na', la
combinacion de adenosina y lidocaina podria limitar la formacién y dispersion
de la refractariedad en la zona isquémica y en la zona de borde.

6 LaIsquemia Miocardica

Se conoce desde hace mds de 100 afios, que desde el punto de vista
experimental, la oclusion de una arteria coronaria puede conducir a situaciones
de arritmias que pueden desembocar en fibrilacion ventricular (VF).
Experimentalmente se ha demostrado que cuanto mayor es el area isquémica,
mas frecuente es la aparicion de arritmias y que el grado de obstruccion de la
arteria coronaria influye en la frecuencia de la VF, lo cual refleja que el tamafio
y la severidad de la isquemia son factores determinantes de la arritmogénesis.

6.1 Efectos de Ia isquemia

La obstruccion de una arteria coronaria provoca la reduccion de aporte de
oxigeno y nutrientes de la célula, y el cese de flujo de iones y metabolitos
externos. En periodos de isquemia se dan ciertos cambios electrofisiologicos en
la célula que provocan cambios en el potencial de accion celular y pueden dar
lugar a arritmias potencialmente mortales como las arritmias por reentrada, las
cuales pueden desencadenar la fibrilacion ventricular.

Un episodio de isquemia presenta etapas diferenciadas, segun la especie
animal, en los corazones de animales de gran tamafio como los perros o los
cerdos, las arritmias ventriculares provocadas por la situacion de isquemia
ocurren en dos periodos de tiempo distintos. Tras la obstruccion de la arteria, se
inicia la fase de isquemia temprana (fase Ia) desde los 2 hasta los 10 minutos.
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Sigue un periodo en el que no ocurre ningun tipo de arritmia, para iniciarse en el
minuto 15 - 20 la fase arritmica Ib que dura hasta los 30 - 50 minutos. Tras la
primera hora, disminuyen las arritmias hasta una fase subaguda que sucede a las
24 horas. En especies mas pequefias, como ratas y cobayas, el periodo de
arritmias dura unos 30 minutos, iniciandose a los 6 minutos de la obstruccion
coronaria, siendo maximas a los 10 o 12 minutos y reduciéndose a los 15
minutos.

Es importante distinguir estas fases de isquemia (Ia, Ib y fase subaguda)
puesto que se distinguen por los cambios electrofisiologicos que en ellas
suceden y por tanto en las arritmias que tienen lugar.

6.1.1 Efectos electrofisiolégicos de la isquemia

La reduccion de aporte de oxigeno que tiene lugar durante una fase de
isquemia provoca la disminucion de la fase de fosforilacion oxidativa y por tanto
de la producciéon de ATP mitocondrial. Asimismo aumenta la concentracion
intracelular de ADP y otros metabolitos.

Debido a la dependencia del ATP intracelular que poseen los canales
K(ATP), ya desde su descubrimiento [Noma 1983], se les ha asignado un papel
muy importante en los cambios electrofisioldgicos que se producen en isquemia.
Al analizar los cambios metabolicos que se producen durante los primeros 10-15
minutos de isquemia, se observa como la concentracion intracelular de ATP
disminuye levemente [Weiss et al. 1992] y permanece en el rango 4-5 mM. Sin
embargo, para que la mitad de los canales K(ATP) se hallen activados, la
concentracion de ATP podria oscilar entre 25 y 100 pmol/L. Asi, parece en
principio que en la primera fase de isquemia, los canales K(ATP) no ejerzan
ninguna funcién [Elliott et al. 1989].

Una prueba evidente de la activacion de los canales en situaciones de
isquemia miocardica es el acortamiento de la duracion del potencial de accion
que tiene lugar. Se sabe que la corriente Ixarp) estd implicada en este
acortamiento [Nichols y Lederer 1991]. Para provocar cambios en el APD es
suficiente que se abran un numero inferior al 1 % [Nichols y Lederer 1991;
Faivre y Findlay 1990; Weiss et al. 1992; Findlay y Faivre 1991; Terzic et al.
1994]. Ferrero et al. realizd trabajos de simulacién basados en un modelo
matematico de la corriente Igatp) y un modelo de potencial de accion ventricular
[Luo-Rudy 1994], en los cuales obtuvo que la activacion del 0.6 % del numero
total de canales era suficiente para acortar el APD hasta la mitad de su duracién
normal [Ferrero et al. 1996]. Estos resultados coincidian con los experimentales
[Faivre y Findlay 1990; Nichols et al. 1991; Weiss et al. 1992]. Este hecho se
debe a la elevada conductancia [Kakei et al. 1985; Cohetes 1992] y a la alta
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densidad de estos canales en la membrana celular [Nichols y Lederer 1990].
Esto tiene sentido si se considera la hipétesis de los canales de reserva, que
sostiene el hecho que el numero de canales K(ATP) presente en la célula es
excesivo, y que la mayor parte de ellos estan funcionalmente de reserva.

Por otra parte, se sabe que en condiciones de normoxia la concentracion de
ATP intracelular oscila entre 5 y 10 mM. Pero esta concentracion se ve reducida
durante los primeros 10 minutos de isquemia en menos de un 45 % [Weiss et al.
1992].

En cuanto a la variacion de la concentracion intracelular de ADP durante la
fase de isquemia, se sabe que es mas elevada. En normoxia la [ADP]; varia entre
5 umol/L en miocito de Hurén [Allen et al. 1985] y 70 umol/Lol/L en miocito
de rata [Matthews et al. 1981]. Al cabo de 10 minutos de isquemia puede
alcanzar valores del 630 % con respecto a condiciones de normoxia [Weiss et al.
1992] o incluso del 3400% [Allen et al. 1985]

Paralelamente, se da una disminucién del pH intracelular y extracelular
durante la fase de isquemia. En los 10 primeros minutos tiene lugar una
disminucion de pH; de una unidad aproximadamente [Kirkels et al. 1989; Yan y
Kleber 1992]. En condiciones normales el pH; es de 7.3, y en isquemia se reduce
en mayor grado en la zona isquémica, mientras que la zona limitrofe (zona de
borde) con la zona no afectada, sufre una disminucién mas leve del pH;, pero
que también debe ser considerada.

Otro efecto importante de la isquemia es el aumento de la concentracion
extracelular de potasio ([K'],) [Harris et al. 1954], es decir la hiperkalemia. El
aumento tiene lugar en dos etapas. En los 4-8 minutos de isquemia la
concentracion extracelular de potasio se duplica, estabilizandose en el valor 10-
12 mM. Algunos minutos mas tarde vuelve a iniciarse una fase de aumento
[Weiss et al. 1992]. Durante la fase aguda el valor de la concentracion
extracelular de potasio oscila entre 11 y 14 mM [Hill y Gettes 1980; Weiss y
Shine 1981, 1982; Kléber 1984; Weiss y Shine 1986; Hicks y Cobbe 1991].
Debido a la falta de flujo de lavado en episodios de isquemia, y al aumento de
flujo de salida de los iones de potasio, se produce esta acumulacion de potasio
en el medio extracelular, causante de efectos arritmogénicos. En efecto, por un
lado el aumento de [K'], provoca un aumento del potencial de reposo de la
célula, reduciendo su excitabilidad. Asi, al aumentar la concentracion
extracelular de potasio aumenta el potencial de reposo. Por otra parte, el
aumento de potasio extracelular ralentiza la velocidad de propagacion del
potencial de accion. Todos estos cambios en las concentraciones ionicas y pH
durante la isquemia son mostrados en la Figura 6.1.
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Figura 6.1 Cambio en las concentraciones idnicas y pH durante isquemia. A)
incremento de la [K']y; B) variacién de la [Na'];; C) variacion del pH y D) variacion de
la [Ca*']; [Carmeliet 1999].

Asimismo, las corrientes de repolarizacion, particularmente la corriente
transitoria de K" (I,,), la corriente rapida diferida rectificadora de K' (Ix,) y la
corriente de K independiente del tiempo (Ig;), son sensible a los cambios en el
entorno i6nico y metabolico.

Finalmente, en episodios de isquemia, también tiene lugar un aumento de la
concentracion intracelular de iones Na“, Mg”" y Ca®" [Yan et al. 1992; Murphy
etal. 1991]

6.1.2 La aparicion de la zona de borde

Los cambios electrofisiologicos que se producen en isquemia afectan
unicamente al tejido isquémico. Por este motivo, existe una dispersion espacial
en cuanto a las caracteristicas fisiologicas del tejido isquémico y del tejido sano,
que se manifiesta en la actividad eléctrica celular. Entre la zona central
isquémica (ZI) y la zona normal (ZN) existe una zona llamada zona de borde
(ZB). Diversas hipotesis explican la composicion de la ZB. Las alteraciones
electrofisiologicas producidas por la isquemia varian gradualmente a lo largo de
esta ZB, desde las condiciones de normoxia en la ZN hasta las condiciones
isquémicas en la ZI [Wilensky et al. 1986, Coronel et al. 1988; Rumsey et al.
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1994; Coronel 1994; Yamane et al. 1997; Schwartzman et al. 1999], como se
muestra en la Figura 6.2.
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Figura 6.2 Esquema de la zona de borde en donde se muestra las variaciones del
[K+]o; pH y la presion de oxigeno pO,. [Coronel 1988].

Experimentos realizados sobre tejido miocardico de cerdo indican que la
variacion de potasio extracelular durante la fase aguda de isquemia regional es
progresiva a lo largo de aproximadamente 1 cm de tejido [Hill y Gettes 1980;
Coronel et. al 1988]. Este aumento se da en la ZB, desde el valor normal en la
ZN hasta el valor isquémico en la ZI.

En cuanto a la variacion de la presion de oxigeno (pO,), ésta es mas abrupta,
extendiéndose a lo largo de Imm, segun los experimentos realizados por
Walfridson et al. [Walfridson et al. 1985] en miocardio de cerdo. Es decir, que
las concentraciones intracelulares de ATP y ADP varian gradualmente en 1mm
de espesor en la ZB, desde los valores de la ZN a los valores de ZI.

En isquemia regional, los cambios en el pH se producen en la zona de borde,
son cambios progresivos desde la zona normal hasta la zona central isquémica.
En la zona isquémica, se estima que el pH disminuye en una unidad [Kirkels et
al. 1989; Yan y Kléber 1992] con respecto a la zona normal, desde 7.4 hasta
aproximadamente 6.4 unidades de pH. La zona de borde del pH se ha estimado
experimentalmente y se extiende unos 10 mm desde la zona central [Coronel et
al. 1988]. La acidosis extracelular que tiene lugar en isquemia, reduce la
conductancia maxima de la corriente de sodio en un 25% para una disminucion
de una unidad de pH [Kagiyama et al. 1982; Shaw y Rudy 1997]. Asimismo, la
acidosis extracelular desplaza la dependencia del voltaje de la corriente de sodio
hasta voltajes mas positivos [Kagiyama e tal. 1982; Watson y Gold 1995]. Por
otra parte, la disminucién del pH intracelular provoca una reduccion de la
conductancia maxima de los canales de calcio de tipo L [Sato et al. 1985]. El
efecto de la acidosis sobre las corrientes empieza a manifestarse cuando el pH es
de 6.9 aproximadamente, es decir cuando la reduccion de éste alcanza el 50 %
de su valor de normoxia.

48



Capitulo 1 Introduccion

6.1.3 Efectos de la isquemia sobre el potencial de accién celular

Los efectos electrofisiolégicos que conlleva la isquemia miocardica
provocan numerosas alteraciones en la actividad eléctrica de la célula, como se
detalla a continuacion.

En periodos de isquemia miocardica, tiene lugar una despolarizacion del
potencial de reposo de la célula, debido a la acumulacion extracelular de potasio
[Passer y Vaughan-Jones 1990]. Este efecto se traduce en un retraso en la
recuperacion de la actividad de la corriente de sodio, es decir de la excitabilidad
de la célula. Por este motivo, se observa una disminucion de la velocidad de
conduccion del potencial de accidon dos minutos después de la oclusion
coronaria [Janse y Kléber 1981].

El acortamiento de la duracion del potencial de accion (APD) en condiciones
isquémicas es un hecho constatado experimentalmente por un gran numero de
autores y no existe discusion al respecto [Venkatesh et al. 1991; Vanhell y
Hemtinne 1992; Wilde y Janse 1994; Smallwood et al. 1990; McCullough et al.
1991; Cole et al. 1991; Hicks y Cobbe 1991; Nakaya et al. 1991; Yang et al.
1992; Shigematsu et al. 1998]. En la Figura 6.3 se observa una simulacioén de la
evolucion celular del potencial de accion en los primeros 12 minutos de
isquemia. Este acortamiento de APD se debe en parte a la acumulacion de [K'],
que eleva la conductancia del canal rectificador inverso de potasio (gk)
[Sakmann y Trube 1984a].
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Figura 6.3 Evolucion del potencial de accion durante los primeros 12 minutos de
isquemia simulada.

Otras de las alteraciones que se crea sobre el potencial de accion es la
depresion del maximo valor (Vpax).
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6.1.4 Cambios inducidos por isquemia en la propagacion

La propagacion de un impulso eléctrico en el corazon requiere de un flujo de
corriente excitatorio de célula a célula. El éxito de la transmision de este
impulso eléctrico o de su fallo es relacionado con la magnitud de la corriente de
entrada, el grado de acoplamiento eléctrico entre las células y la arquitectura del
tejido. Se conoce experimentalmente que en tejidos isquémicos la propagacion
de los impulsos eléctricos es mas lenta que en condiciones normales. Para
explicar el efecto de la conduccién en miocitos isquémicos, es conveniente
dividir el periodo de isquemia de acuerdo a los cambios producidos en la
acumulacion de K extracelular. Los cambios en el K extracelular ([K'],) son
relacionados con cambios en el potencial de reposo, el cual determina la
magnitud de la corriente de entrada y la velocidad de propagacion del impulso.
En la Figura 6.4 se muestra la relacion entre la excitabilidad de la membrana
(reflejada por la V. ) vy la velocidad de conduccion (CV) en condiciones de

hiperkalemia y acidosis, de tal forma que al incrementar [K'], se incrementa la
CV.
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Figura 6.4 Relacion entre la derivada maxima del potencial de accién (Vmax) yla

velocidad de conduccion (CV) en condiciones de isquemia. A) Resultados simulados. B)
Resultados experimentales. [Kébler y Rudy 2004].

6.2 Reentradas

Una de las caracteristicas para la aparicion de reentradas es la presencia de
inhomogeneidades en la velocidad de conduccion, las cuales pueden aparecer en
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episodios de isquemia. A su vez, la reentrada es un mecanismo frecuente de
produccién de arritmias. Para que se establezca, es necesaria la existencia de un
circuito anatémico o funcional. En el corazén humano existen multiples
posibilidades de establecimiento de circuitos de reentrada, que incluyen
estructuras del sistema de conduccidon cardiaco y muscular. Las reentradas
puedes ser descritas como reentrada funcional, reentrada anisotropica, reflejo o
reflexion y rotor. El concepto de reentrada supone la circulacién permanente de
un mismo frente de propagacion alrededor de algin tipo de estructura u
obstaculo, de manera que el frente de propagacion accede una y otra vez a areas
en las que previamente ya ha “entrado” (de ahi el nombre de reentrada).

El concepto clasico de reentrada supone la existencia de algiin obstaculo
anatomico rodeado de tejido excitable, a través del cual, bajo determinadas
condiciones, “circula” el frente de propagacion. El obstaculo anatomico
condiciona el hecho de que cuando un frente de propagacion accede al obstaculo
se constituyen dos vias de propagacion. De forma general los componentes del
fenomeno de reentrada suponen: 1) existencia de dos vias de conduccion; 2)
propiedades electrofisiologicas (periodos refractarios) diferentes en las dos vias,
lo que permite la aparicion de bloqueo unidireccional; 3) conduccion lenta de los
impulsos en determinadas condiciones. (Figura 6.5)

Reantrada

o\

-—

Normal
Conduccidn normal del impulso

Reantrada Reentrada

e )

Biogueo Unidireccional Conduccion Retrogada lenta

Figura 6.5 Esquema que muestra los componentes de un mecanismo de reentrada.

La reentrada puede ser promovida por un enlentecimiento de la conduccion,
por disminucién de la refractariedad, o por una combinacion de ambas. La
excitacion por reentrada puede ser al azar u organizada; la diferencia entre las
dos es la forma en que se propaga el impulso, bien sobre vias que continuamente
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cambian de sitio y localizacion (fibrilacién), o por vias de reentrada
relativamente fijas (taquicardias auriculo-ventricular por reentrada).

Una de las causas de la aparicion de los circuitos reentrantes es la presencia
de inhomogeneidades en el tejido, con respecto a la duracion del potencial de
accion y al periodo refractario. Este tipo de inhomogeneidades ocurre por
ejemplo en caso de isquemia, en el que las células del tejido afectado sufren una
reduccion de la duracion de su potencial de accion y una variacion del periodo
refractario. Estas circunstancias unidas a la aparicion de un estimulo prematuro
pueden crear un bloqueo unidireccional en el tejido y por tanto una reentrada.

(A)
Blogueo Conduccién
\ f.i)
O>
i Corto Pericdo
Refctaro Refractario
Potenciales de
(B) Accidn reentrantes
Segundo —

Paotencial de accion

Largo Periodo @ Corto Periodo

Refractario Refractario

Figura 6.6 Diagrama de reentrada causada por la dispersion del periodo refractario.
En la figura A) se observa un estimulo prematuro que es bloqueado en la rama
izquierda debido al largo periodo refractario dejando asi el tejido inexcitable. El
potencial de accién se propaga por la rama derecha, la cual exhibe una rapida
recuperacion (corto periodo refractario). B) Se continuia la propagacion del estimulo por
la rama derecha, asi el tejido esta listo para estimularse, estableciéndose una reentrada
[Wit y Janse 1992].

En la Figura 6.6A, se muestra como un estimulo prematuro alcanza una
region de corto y largo periodo refractario. En el trazo de arriba se muestra un
decline del maximo nivel de despolarizacion debido a que el tejido ha sido
estimulado previamente, ademas se muestra como la conduccion del frente de
onda izquierdo fue bloqueado, debido a que el tejido tiene un largo periodo
refractario, asi cuando se aplique el segundo estimulo, éste sera incapaz de
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iniciar la despolarizacion. Sin embargo, la conduccion del frente de onda por el
trayecto derecho si se propaga como consecuencia del corto periodo refractario.

En la Figura 6.6B se completa el circuito de reentrada. A continuaciéon el
frente de onda circula hacia la rama izquierda, de esta forma el tejido ha tenido
tiempo para recuperar su excitabilidad. Si el tiempo alrededor del lazo es lo
suficientemente largo el trayecto izquierdo se repolarizara antes del siguiente
estimulo, se podra facilitar una reentrada continua.

Es importante destacar que una de las causas del bloqueo unidireccional son
las diferencias regionales en la recuperacion de la excitabilidad. Al existir
diferencias en los periodos refractarios efectivos en areas adyacentes, puede
bloquearse la conduccion de un estimulo prematuro iniciado en el intervalo de
tiempo concreto, llamado “ventana vulnerable”. El bloqueo se produciria en la
regiéon de mayor periodo refractario convirtiéndose en un lugar de bloqueo
unidireccional, puesto que la conduccion en la otra direccion permitiria la
propagacion del potencial de accidn, posibilitando la reentrada del impulso. La
aparicion del impulso prematuro puede ser debida a la triggered activity o a la
automaticidad anormal de algin grupo de células.

6.2.1 Efecto de la baja velocidad de conduccién

La longitud de onda (A) de una forma de onda de reentrada circular es el
producto de la velocidad de conduccion del frente de onda y el periodo
refractario efectivo del tejido a través del cual se estd propagando. Para que la
reentrada ocurra, la longitud de onda de la reentrada debera ser mas corta que la
longitud del tejido. Esto garantiza que el impulso siempre encuentre el tejido
excitable. La reentrada también puede ocurrir en velocidades de conduccion
normales mientras que la longitud del tejido sea lo suficientemente larga.

Lentas respuestas al potencial de accion son propiedades de algunas células
del corazoén, como lo son las células de nodo auriculo-ventricular, siendo éstas
propicias para el origen de reentradas taquicardicas.

Cambios en el periodo refractario de tejidos cardiacos también podrian
facilitar las reentradas. Un decremento en el periodo refractario decrementa la
longitud de onda del frente de onda reentrante, de ese modo decrementan el
tamafio necesario del circuito reentrante.

En tejidos sometidos a isquemia regional, aparece una zona de borde en la
cual existe un gradiente espacial de la concentracion extracelular de potasio,
desde los valores de normoxia hasta los valores isquémicos. Kagiyama et al.
[Kagiyama et al. 1982] observaron como la velocidad de conduccion aumentaba
para los valores superiores a 9 mM, en tejido ventricular de cobaya. Por lo tanto,
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en la zona de borde isquémica la velocidad de conduccion es superior que en la
zona normal o en la zona central isquémica, apareciendo asi inhomogeneidades
en este parametro.

Por otra parte, propiedades anisotropicas del misculo cardiaco contribuyen a
la formacion de reentradas. En un tejido anisotrdpico, el factor de seguridad para
la conduccién es menor en la direccion longitudinal que en la direccion
transversal, siendo esto contrario a lo propuesto por la teoria de cable continuo.
Este bajo factor de seguridad es debido a una gran cantidad de corrientes de
carga asociadas con una baja resistencia axial y una gran capacitancia de
membrana en la direccion longitudinal. En un tejido uniformemente
anisotropico, un decremento en la corriente de entrada durante la
despolarizacién, podria generar una mayor disminucién de la velocidad de
conduccién en la direccion longitudinal que en la transversal. Si se aplicard un
estimulo prematuro se presentaria un bloqueo en ambas direcciones. En un
tejido no uniforme anisotropico, la activacion del estimulo prematuro podria
resultar en un bloqueo longitudinal mientras que en la direccion transversal se
presentaria la conduccion del mismo.

Puesto que tanto la variacion del periodo refractario como la disminucion de
la velocidad de conduccién son susceptible de provocar la aparicion de
reentradas, el parametro A, es decir la longitud de onda, definido como el
producto del periodo refractario y de la velocidad de conduccion, es el
parametro a considerar como posible causa de reentrada [Rensma et al. 1988].

6.2.2 Tipos de reentradas

A nivel experimental, Janse et al. [Janse et al. 1980] observd reentradas
circulares en forma de ocho durante la fase temprana de isquemia miocardica.
Estos experimentos fueron realizaron en corazones de cerdo aislado sometidos a
isquemia regional.

A nivel tedrico, también se han estudiado reentradas de diversos tipos
excitando de un modo concreto para desencadenar la reentrada. Roth [Roth
2001] reprodujo reentradas en 8 mediante simulaciones basadas en un modelo
bidominio. Contemplando un modelo de tejido celular sano bidimensional y
estimulando en el centro de manera prematura, observo reentradas en forma de
8, resultados que pudo contrastar con otros trabajos experimentales.

Reentradas en forma de espiral fueron observadas experimentalmente y
reproducidas por medio de simulaciones por ordenador utilizando diversos
modelos [Davidenko et al. 1995; Beaumont et al. 1998; Biktashev y Holde 1999;
Xie et al. 2002]. Estos trabajos fueron realizados sobre modelos celulares sanos
bidimensionales en los cuales se aplicaba una estimulacion cruzada (Cross-over)
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para provocar reentrada (Figura 6.7). Para ello, se estimulaba en primer lugar la
primera columna de células y posteriormente, en un instante prematuro concreto
se estimula la primera fila de células.

A
Figura 6.7 Reentrada en forma de espiral simulada en un tejido 2D iniciada por
estimulacion de cross-over [Xie et al. 2002].

Como se conoce experimentalmente, cuando se produce una oclusion
coronaria se presenta una region isquémica en la cual se presentan variaciones
de los niveles de [K+]0, INa, Icar € Ik(aTr), generando una dispersion en la
refractariedad y en la velocidad de conduccién. La dispersion en la
refractariedad y la lenta velocidad de conduccion en la zona isquémica provee
un sustrato significativo para el establecimiento de circuitos de reentradas. En la
Figura 6.8 se ilustra la iniciacién de una reentrada en forma de ocho; ésta fue
obtenida a través de un modelo bidimensional en el que se destaca una zona
central isquémica [Ferrero et al. 2003]. El estimulo prematuro induce un frente
de onda, el cual se propaga por la zona saludable ademas de la zona de borde de
la isquemia, pero éste es bloqueado en la zona isquémica donde la refractariedad
es extendida. Mientras tanto, el tejido en la zona isquémica superior ya ha
recobrado su excitabilidad, asi cuando el frente de onda llegar a esta zona
permite que éste reentre y genere el circuito de reentrada en forma de ocho.
Estos datos fueron observados experimentalmente por Janse y Kléber [Janse et
al. 1980; Janse y Kléber 1981]
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vie/a B

Figura 6.8 Reentrada en forma de ocho producida por una zona central isquémica
[Ferrero et al. 2003].

6.3 Vulnerabilidad

Ferris et al. [Ferris et al. 1936] y después Wiggers y Wegria [Wiggers y
Wegria 1939] observaron que la fibrilacion ventricular podria ser facilmente
inducida por una estimulacion del corazén durante un intervalo de tiempo que
ellos llamaron fase de vulnerabilidad. Posteriormente, Winfree [Winfree 1998]
propuso que la fibrilacion ventricular podria estar relacionada con la activacion
de ondas espirales, las cuales pueden ser iniciadas por una estimulaciéon en una
region vulnerable.

Se puede definir la vulnerabilidad como la susceptibilidad del miocardio
hacia un estimulo que cambia bruscamente desde un relativo ritmo normal con
una contraccion sincronia hacia uno con mayor frecuencia que inicialmente es
sincrono pero que eventualmente conmuta a uno asincrono.

No obstante, el periodo vulnerable se refiere al intervalo de tiempo durante el
cual un estimulo prematuro es capaz de generar una reentrada. La duracion de
este intervalo depende de la amplitud y duracién del estimulo prematuro. Este
necesita superar el umbral requerido para generar una propagacion de dicho
estimulo. El ancho de este intervalo es aproximadamente el mismo tiempo
requerido para la activacion (o recuperacion) de la propagacion completa a
través del ventriculo.

El periodo vulnerable es facilmente entendido si se reconoce que hay un
punto critico en la recuperacion de la excitabilidad celular que separa el estado
de excitabilidad del estado de refractariedad. Starmer [Starmer 1991] defini6 un
punto transitorio de excitabilidad. Cuando este punto se reduce con el campo de
excitacion de un estimulo prematuro, la conduccion se decrementara en la region
refractaria, pero por otra parte alcanzara una region excitable, en la cual se
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presentara una conduccion unidireccional. Cuando este punto se reduce fuera del
campo de excitacion, entonces se producird un bloqueo o una conducciéon
bidireccional.

Starmer [Starmer et al. 1993] también probd la vulnerabilidad con un
estimulo prematuro (S2) y vario el retardo entre la estimulacién condicional (S1)
y el estimulo prematuro. De tal forma, definié la ventana vulnerable como la
diferencia entre el mas largo y mas corto retardo entre S2-S1 que es capaz de
producir un bloqueo unidireccional. Ademas, demostr6 la existencia de las
diferentes clases de respuestas generadas al aplicar este protocolo de
estimulacion (Figura 6.9).
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Figura 6.9 Clases de respuestas al protocolo de estimulacién S1-S2. A y D muestran
un bloqueo bidireccional, B y E una propagacion unidireccional y C y F una
propagacion bidireccional. [Starmer et al. 1993].
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En la Figura 6.9 A y D se muestra la respuesta cuando el retardo de S2 fue lo
suficientemente corto como para generar un nuevo potencial de accion. La
Figura 6.9 B y E muestran la respuesta a la estimulacién donde S1-S2 ocurre
dentro de la ventana vulnerable y se observa un bloqueo unidireccional. Por
ultimo, la Figura 6.9 C y F ilustran una propagacion bidireccional, una respuesta
que ocurre después de la ventana vulnerable.
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CAPITULO II. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En el capitulo de introduccién se han expuesto los conocimientos cientificos
que han sido planteados a lo largo de las ultimas décadas sobre la utilizacion y
modelizacion de farmacos antiarritmicos, motivando de manera general el
desarrollo de esta tesis doctoral. A continuacion se resumen las bases cientificas
que justifican los objetivos de este trabajo:

En la actualidad la variacion de los resultados experimentales encontrados
respecto a la accion de farmacos antiarritmicos genera una gran controversia y
escepticismo a la hora de utilizarlos para tratar determinadas patologias.
Asimismo, existe una busqueda constante del antiarritmico ideal, el cual debe
ser capaz de encontrar el sustrato especifico de la arritmia y destruirla de forma
selectiva sin afectar a ningun otro tejido cardiaco y extracardiaco o sin generar
otro efecto negativo.

Una de las principales patologias cardiacas que ocasiona arritmias es la
isquemia. Aunque no es conocido con certeza, se cree que la reentrada es un
importante mecanismo para que éstas sucedan. Dichas arritmias producidas por
la isquemia pueden ser interrumpidas rompiendo el circuito reentrante. Asi, los
farmacos antiarritmicos podrian prevenir las arritmias por una accion en el tejido
normal o en el tejido isquémico. Sin embargo, la respuesta a un farmaco
antiarritmico es diferente, incluso al tratar una misma arritmia y hasta en un
mismo paciente, debido a la diferencia de tantos factores que influyen: estado
del sistema de conduccion, estructuras y funciones normales, medio circulante,
diferencias locales en las propiedades de cada tejido, accion no uniforme, suma
de isquemia o acidosis. Se conoce experimentalmente que ciertos farmacos
antiarritmicos disminuyen la excitabilidad y la velocidad de conduccion, de tal
forma que se plantea que éste puede ser el sustrato para prevenir o,
paraddjicamente, inducir una reentrada, la cual puede desencadenar arritmias
fatales.

Por lo expuesto anteriormente, el estudio de firmacos antiarritmicos a través
de modelos matemadticos podria aclarar y ayudar a entender los datos
experimentales, ademas de otorgar una caracterizacion fiable y completa de la
accion del farmaco tanto en situaciones normales como en situaciones
patologicas.
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La utilizacion de modelos matematicos para estudiar el comportamiento de
un farmaco es una alternativa que dia a dia estd tomando mayor importancia
dentro del mundo cientifico. Si bien los estudios experimentales arrojan datos
reales de la interaccion de las moléculas de farmaco con las células, en
ocasiones es dificil extraer conclusiones detalladas y concluyentes acerca del
mecanismo i6nico que se estd desarrollando. Asi, la realizacion de simulaciones
basadas en los modelos matematicos existentes otorgan una util herramienta a la
hora de comprobar y caracterizar un fenémeno como el descrito con
anterioridad. Las ventajas de esta via matematica son evidentes, ya que este
método nos permite investigar los hechos de una forma directa; todas las
magnitudes pueden controlarse a voluntad, y las medidas obtenidas no tienen en
cuenta el error experimental, se puede reproducir una misma situacion
indefinidamente ademas de dar variabilidad a los diferentes parametros del
modelo. No obstante, esta herramienta tiene una limitacion, ya que al trabajar
con modelos matematicos los fenémenos reproducidos no son reales. De esta
forma, los datos obtenidos seran fiables cuanto mayor exactitud tenga el modelo;
es decir, cuanto mayor sea la capacidad para reproducir la realidad.

Partiendo de lo expuesto previamente, se han planteado los siguientes
objetivos generales para el desarrollo de esta tesis doctoral:

=  Modelizar de manera completa la accion de la lidocaina en tejidos
ventriculares bajo condiciones de isquemia

= Contribuir a entender el caracter pro-arritmico o antiarritmico de la
lidocaina en episodios de isquemia aguda regional

A su vez, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Desarrollar un modelo matematico que represente la accion de la
lidocaina a nivel celular en tejidos ventriculares, incluyendo el efecto
de variabilidad que introduce el pH.

2. Incorporar el modelo matematico del farmaco dentro del modelo de
potencial de accion ventricular ya existente. Evaluar y comprobar la
accion de la lidocaina en las diferentes caracteristicas del potencial de
accion

3. Evaluar la accion del farmaco en condiciones patologicas como la
isquemia aguda a través del concepto de vulnerabilidad a reentradas
para determinar el efecto anti o pro-arritmico del fairmaco

4. Comprobar la acciéon combinada del modelo de lidocaina con el
bloqueo de la corriente Ik, (simulando la accién de un farmaco clase
110).
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CAPITULO III. METODOS

7 Modelo de Potencial de Accion

7.1  Modelo de Luo-Rudy

Tal y como se ha comentado en la introduccion, a partir del modelo de
Hodgking y Huxley se han formulado modelos para diferentes células. De los
diferentes modelos de potencial de accion ventricular de corazon de cobaya
existentes, no cabe duda de que los mas actuales y precisos son los desarrollados
por el grupo de Luo y Rudy. Estos modelos describen matematicamente el
potencial de membrana de una célula eléctricamente aislada, correspondiente al
endocardio. El primero de ellos, al que nos referimos como modelo LR-1, fue
publicado en 1991 [Luo y Rudy, 1991], mientras el segundo (modelo LR-II) es
mas reciente [Luo y Rudy 1994a; Luo y Rudy 1994b]. Posteriormente se
realizaron importantes ampliaciones que dieron como resultado un modelo muy
detallado, con wuna descripcion muy precisa de la evolucion de las
concentraciones de los iones de calcio y de los demas iones, incluyendo las
bombas intercambiadoras idnicas. Un afio después, este mismo equipo dividi6 la
corriente diferida de potasio en sus dos componentes la rapida (lx;) y lenta (Iks),
reformularon la corriente de meseta de potasio e incluyeron la corriente por los
canales de calcio de tipo T [Zeng et al., 1995]. Ferrero et al, a su vez, introdujo
en este modelo la corriente de potasio dependiente a ATP [Ferrero et al. 1996].

En este trabajo, se ha utilizado el modelo mas reciente de Luo y Rudy,
también denominado como modelo Luo-Rudy II modificado [Luo y Rudy 2000]
junto a la corriente de Ixarp) formulada por Ferrero et al. [Ferrero et al. 1996].

A continuacidn, se procedera a la descripcion del modelo anterior partiendo
del esquema eléctrico general de la membrana celular como se muestra en la
Figura 7.1 y las variaciones de concentraciones ionicas de cada una de las
corrientes.

65



Capitulo IT1 Métodos

MEDIO INTRACELULAR

e o0

MEDIO EXTRACELULAR

sst

Figura 7.1 Esquema eléctrico general de la membrana celular. I.: intensidad que
atraviesa la capacidad de membrana, C,,: capacidad de la membrana, V : potencial de
membrana, Ig: corriente i6nica genérica, I,: corriente asociada a una bomba
electrogénica, I;: corriente asociada a uno de los intercambiadores ionicos; I corriente
de estimulaciéon externa, E;: potencial de inversion del canal y g;: conductancia del
canal.

En este esquema, las corrientes salientes de la célula son positivas y las
entrantes negativas.

La ecuacion que describe el comportamiento de la membrana se deduce de la
aplicacion de la primera ley de Kirchoff al circuito eléctrico equivalente de la
membrana celular de la Figura 7.1, asi:

Ic + lion + lgest =0
(7-1)
dVn

ot m s (th)+2|b+2| +|test() 0

Cn——

Donde:

Ic es la intensidad que atraviesa la capacidad de membrana (Cy,), cuyo valor
es 1 pM/em” y Vi, es el potencial de membrana.

lion €s la suma de las corrientes i6nicas (ls), de las corrientes de las bombas
electrogenicas (lp) y de los intercambiadores idnicos (l;).

lest €s la corriente de estimulacion externa

A continuacion se procedera al analisis de la expresion matematica de una
corriente | que atraviesa un canal genérico.
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La expresion general de la densidad de corriente idnica correspondiente al
canal i6nico S es la siguiente:

Js = PS ' js,max

Donde jsmax €s la maxima corriente por el canal y Ps es la probabilidad de
apertura del canal. Esta ultima se expresa, en general, como un producto de
variables adimensionales llamadas compuertas (yj) elevadas a ciertos
componentes enteros (N;):

nl, n2, n3
Ps =Ks-(Vm)- X1 X2 "x37"..

Las compuertas toman valores entre 0 y 1, y responden a la siguiente
ecuacion diferencial de primer orden:

_-:axi (1_Xi)_ﬁxixi (7-2)

Donde los coeficientes ;i y fxi dependen a su vez del potencial de
membrana. El factor ks(Vn) esta comprendido entre 0 y 1, y expresa la posible
dependencia directa de la probabilidad de apertura en el potencial de membrana.

La corriente maxima por el canal (jsmax), depende del potencial de membrana
y de otros parametros como concentraciones ionicas, temperatura, etc. La
formulacién utilizada se basa en la ley de Ohm. La expresion de la corriente
maxima sera:

js,max = gs,max(vm - ES) ( 7'3)

donde g smax €s la conductancia maxima por unidad de superficie, V, es el
potencial de membrana y Es es el potencial de inversion del canal en cuestion.
Este ultimo responde, en los canales con especificidad exclusiva de un ion, a la
ecuacion de Nerst:

Eg =1 1n[[s]°] (7-4)

zZF [sf

Entre los canales ionicos que muestran relaciones potencial-corriente no
lineales, existen algunos que se comportan de la forma que predice la ecuacion

de Goldmann del campo constante:
23VmF )
Vo2 yeilsh e( AT ~7¥s.05h
2 ‘mF< Vs,ilSi ¥s,0

Js,max = Pszg RT (ZstF/ ( 7'5)
e RTJ
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donde Ps es la permeabilidad del canal al ion s, zs es la valencia del ion, %y
%.0 son los coeficientes de actividad del i6n S en los medios intra y extracelular,
respectivamente, y el resto de simbolos tienen sus significados habituales.

A continuacion se enumeran las corrientes idnicas que se integran en el
modelo que se ha utilizado para el presente trabajo, haciendo especial hincapié
en aquellas que mas han influido:

Corriente rapida de sodio (Ina): es una corriente entrante compuesta por
iones que se activa cuando V, llega al umbral, siendo la responsable de
la fase rapida de despolarizacion del PA. Su expresion es la siguiente :

|Na:€Na'm3'h'j'(Vm—ENa) (7-6)

donde m es la variable de compuerta de activacion y h y j son las de

inactivacion.

Corriente de calcio a través de los canales tipo 1 (Ica¢): es una corriente
entrante compuesta principalmente por iones de calcio (lcy), aunque
también se compone de iones de sodio (lcana) Y potasio (lcak). Esta
corriente es la responsable de la meseta del PA y provoca la liberacion
de calcio procedente del reticulo sarcoplasmico. Esta corriente depende
de Vi, y de la concentracion de calcio intracelular. Esta corriente se
define del siguiente modo:

Icat=lca+lcak +!lcaNa=d-T- fCa’('Ca +lcak + ICa,Na) (7-7)

donde d y f son las compuertas dependientes de Vi, y fca €s la compuerta

dependiente de la concentracion de calcio intracelular.
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Corriente de calcio a través de los canales tipo T (lcam). Es una
corriente de calcio entrante.

Corriente diferida rectificadora de potasio (Ix). Estd compuesta de dos
componentes, una rapida (lx,) y otra lenta (lgs).

Corriente rectificadora inversa de potasio (lk;). Esta corriente saliente
de potasio es la mayor responsable del potencial de reposo de la célula,
también contribuye a la repolarizacion del PA.

Corriente de potasio de meseta (lxp). Esta corriente saliente de potasio
es importante en la fase temprana de la meseta del PA.
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= Corriente no especifica activada por calcio (I ca)). Corriente formada
por iones de sodio y potasio, y regulada por la concentracion de calcio
intracelular.

*= Corriente de potasio sensible a ATP (lknrp)). Esta corriente es
importante en condiciones patoldgicas como la inhibicion metabolica,
hipoxia e isquemia. La formulaciéon matematica que se ha utilizado en
este trabajo ha sido la propuesta por Ferrero et al. [1996].

I (ATP) =500 Po - fNa Vi —Ex (aTP)) (7-8)

Donde Ikarp) es la densidad de corriente por el canal, ¢ es la densidad de
canales, Qo es la conductancia unitaria, que depende de las concentraciones de
varios iones, potasio, magnesio y sodio, de Vp,, de la temperatura y del pH, po es
la maxima probabilidad de apertura, fatp es la fraccion de canales abiertos, Vi, es
el potencial de membrana y Exre) es el potencial de inversion del canal.

Las corrientes pertenecientes a las bombas electrogénicas son:

= Corriente asociada a la bomba sodio-potasio (Iyak). Corriente
saliente que se encarga de reestablecer las concentraciones de sodio
y de potasio después del PA.

= Corriente asociada a la bomba de calcio (Ipca)). Corriente saliente
de calcio que contribuye al reestablecimiento de la concentracion
de calcio.

Por ultimo, la corriente asociada al intercambiador i6nico sodio-calcio (Inaca)
constituye el mecanismo mds importante de extraccion de calcio de la célula.

En la Figura 7.2 se puede observar el comportamiento de las diferentes
corrientes ionicas en funcion del tiempo.
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Figura 7.2  Evolucién temporal de las principales corrientes iénicas durante un
potencial de accion [Luo y Rudy 2000].

Respecto a las dimensiones geométricas, en el modelo LRIIm, la célula
miocardica se considera como un cilindro de radio 11 pym y de 100 um de
longitud. El area total resultante (Ageo) ha de multiplicarse por 2 para obtener el
area real o capacitiva (Acap); esto se hace asi para tener en cuenta los pliegues
del sarcolema. El volumen celular total (V) se divide en volumen citoplasmico
(Vimyo, 68%), volumen mitocondrial (26%) y volumen del reticulo sarcoplasmico
(Vsr, 6%). Este, a su vez, se divide funcionalmente en reticulo sacroplasmico de
union (Vysr, 0.48% del volumen celular total) y en el reticulo sarcoplasmico
propiamente dicho (Vnsg, 5.52% del volumen celular total). En cuanto al
volumen extracelular, se considera que éste ocupa un 12% del espacio total,
correspondiendo el otro 88% al miocito propiamente dicho.

Los valores iniciales de las concentraciones de sodio, calcio y potasio son los
siguientes:

= [Na'];=10mM; [Na'], = 140 mM
= [Ca"]i=0.12 pM; [Ca™]o=1.8 mM
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= [K'}=145 mM; [K'Jo=4.5mM
= ATP=6.8mM
= ADP=15uM

La ecuacion que rige la evolucion de la concentracion de cualquier i6n es la
siguiente:

dsk _ An
dt vmyostZIS (7-9)

Siendo Ap, la superficie del sarcolema, Vi, €l volumen del mioplasma y Zjs
la suma de todas las densidades de corriente del i6on s que atraviesan el
sarcolema. En el caso del i6n calcio, la formulaciéon es mas complicada, ya que
debe tenerse en cuenta los flujos entre el mioplasma y el reticulo sarcoplasmico.

8 Modelo Matematico de Propagacion 1D

8.1 Ecuacion de propagacion

Una vez desarrollado el modelo de membrana para un tipo de célula
determinado, el siguiente paso consiste en ampliar el modelo para poder
representar la propagacion del potencial de acciéon (PA) a lo largo de una
distribucion unidimensional (1D) de células. De esta forma, el nuevo modelo
estd formado por una serie de segmentos de membrana eléctricamente
conectados entre si, como se puede apreciar en la Figura 8.1.
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Figura 8.1 Modelo eléctrico 1D de un tejido cardiaco.

Si no se tienen en cuenta los discos intercalares, puede aplicarse la teoria de
lineas eléctricas continuas, para obtener la ecuacion matematica que describe la
propagacion del PA. Se considera que la fibra se encuentra en un medio
extracelular ilimitado y se desprecia la resistividad extracelular. Al despreciar
esta resistividad, el medio extracelular es isopotencial y si por simplicidad se
considera que ese potencial es cero, el potencial de membrana resulta ser igual al
potencial intracelular:

2
a an:Cmavm

2R; o2 a + Jion (8-1)

Donde a es el radio (cm) de las células, consideradas cilindricas, R; es la
resistividad intracelular (KQcm), Vi, es el potencial de membrana (mV), Cp, es la
capacidad de membrana por unidad de superficie (uF/cm?) y jion es la densidad
de corriente i6nica (wA/cm?), que vendria descrita por el modelo de potencial de
accion.

Como no es posible aplicar ningun método analitico para obtener la solucion
exacta de este tipo de ecuaciones diferenciales, hace falta recurrir a métodos
numéricos para conseguir una aproximacion a la solucién de la ecuacion
diferencial.

8.2 Solucion aproximada. Método de diferencias finitas

La modelizacion del comportamiento eléctrico de un tejido celular
unidimensional, consta del sistema de ecuaciones diferenciales propuesto por
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Luo y Rudy (LRIIm), al que se afiade la ecuacion de propagacion (ecuacion 8-
1). El programa de simulacion utilizado contempla el método de resolucion
propuesto por Monserrat [Monserrat 1999]. El primer sistema se resuelve con el
método de Euler. Paralelamente, la resolucion de la ecuacion de propagacion, se
lleva a cabo discretizandola siguiendo el procedimiento de diferencias finitas.

Para obtener una ecuacion en diferencias finitas que se corresponda con una
ecuacion diferencial en derivadas parciales, las variables independientes
continuas de la ecuacion diferencial (espacio (x) y tiempo (t) en nuestro caso) se
discretizan como indica la relacion:

tr:TAt TZ.O (8-2)
Xp=1A%; 0<i<n
donde At y Ax son los pasos de descretizacion temporal y espacial, de forma
que s6lo se obtendra una aproximacién a la solucion de la ecuacion diferencial
en los puntos en los que se han discretizado las variables tiempo y espacio: V'y;,
es decir, se obtendrd una aproximacion para el potencial de membrana en los
puntos x; para los instantes de tiempo t..

Posteriormente, se aproximan las derivadas de la ecuacion diferencial por
cocientes de diferencias, y la ecuacion diferencial se transforma en un sistema
de ecuaciones algebraicas.

En nuestro caso, la derivada parcial del potencial de membrana respecto al
tiempo puede sustituirse por el cociente de Ecuacion §-3:

Nm _ VT VT

at At (8-3)

mientras que para la segunda derivada del potencial de membrana respecto al
espacio puede utilizarse varias aproximaciones.

La utilizacion de un método explicito fue descartado, ya que para conseguir
convergencia numérica y poder garantizar la estabilidad del método, haria falta
utilizar un paso de discretizacion temporal extremadamente pequefio. Para poder
emplear pasos de discretizacion temporal mas grandes y poder, por tanto,
necesitar un menor tiempo de célculo, se utilizan los métodos implicitos.

Con un método implicito, se sustituye la segunda derivada del potencial de
membrana respecto al espacio por la siguiente expresion (Ecuacion 8-4)
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2 VAT VAR VA VAT VAR VA
0"V ST L = W S 5 WP = W B ( 8-4)
ox, / 2 2
2 (Ax) (Ax)

Con a = 1, se dice que el método es un método implicito puro, mientras que
cuando a = 0.5, el método recibe el nombre de Crack-Nicholson [Crack y
Nicholson 1947].

Aunque ambos métodos implicitos son incondicionalmente estables y mas
rapidos que el método explicito, el método de Crack-Nicholson es mas preciso
que el método implicito puro y es el que se ha utilizado en esta tesis doctoral.

La ecuacion en diferencias finitas que utiliza la aproximacion de Crack-
Nicholson para la derivada segunda del potencial de membrana respecto al
espacio, presenta la siguiente forma:

VAT, VAR VA Vr+1 _2V1+1+Vr+1 vy _yT
a mi—1 mj Mi+1 mi—1 mj Mi+1 =Cp, mj mj it ( 8-5)
2R 2(Ax)? (Ax)? At 1oni

En este caso, puede observarse que para cada instante de tiempo (t.;), es
necesario resolver un sistema de ecuaciones y que para cada ecuacion de este
sistema, es decir, para cada valor de i, existen tres incégnitas: el potencial de

membrana del nodo xi,Vr;i+1 , €l del nodo inmediatamente anterior, V;‘iﬂl ,yeldel

nodo inmediatamente posterior, Vn’“']frl1 .
1+

Este esquema puede representarse a través del circuito equivalente que se
muestra en la Figura 8.2.

L Lii1 e

Rbvd) &y || Rard) @)

K7 Y i
— ZﬁaA).jm’”- :: ZnanC,.
T ) (W)
< >

Ax

Figura 8.2 Propagacion unidimensional del PA. Circuito equivalente.
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Asi, la matriz de coeficientes del sistema de ecuaciones resultante representa
una estructura simétrica y tridiagonal (s6lo hay tres diagonales de la matriz con
elementos no nulos: la principal y sus dos diagonales adyacentes). Ademas, los
coeficientes de esta matriz presentan un valor constante de forma que cada
sucesivo sistema de ecuaciones so6lo difiere de los deméas en el término
independiente.

Para resolver los sistemas de ecuaciones tridiagonales resulta muy ventajosa
la utilizacion de la descomposicion LU, que se describe a continuacion.

Descomposicion LU

En el método LU una matriz A se transforma en el producto de dos matrices
L y U, donde L es una matriz triangular inferior con 1° en su diagonal principal,
y U es una matriz triangular superior. Una matriz triangular inferior posee
elementos nulos en toda la zona que se encuentra por encima de la diagonal
principal, mientras que una matriz triangular superior tiene elementos nulos por
debajo de dicha diagonal.

En el caso particular de matrices tridiagonales, la descomposicion LU sufre
una gran simplificacién, ya que las matrices L y U obtenidas son bidiagonales.

Veamos a continuacion como se obtendria la descomposicion LU para el
caso de una matriz tridiagonal de tamafio 4 x 4:

al,l 81’2 0 0
al dp a3 0 |
0 a; a3p az3
0 0 a4 ap
1
0 00 ul,l up o 0 0
by 1 0 0
’ 0 uys U3 0
0 Ly, 1 0 = (8-6)
’ 0 0 uz3z uzy
0 0 451 s
? 0 0 0 uyg 4
ul,l ujp 0 0
Ipqugr Ipqupp +upp up3 0
0 13u3 5 13 u33 +u33 u3 4
0 0 l43u33 l43u3.4 +uy g
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Igualando los elementos de las matrices se deduce que:

Ui i+l =i+ Vi/1<i<3
upr  =ap
3 aji-1 (8-7)
Uiji-1 =—
Uj—1,i-1
Ui =ajj-ljjqui_,j Vi/2<i<4

Este método es muy popular al resolver este tipo de sistemas de ecuaciones
por ordenador ya que permite un gran ahorro en el espacio de almacenamiento
requerido. No es necesario almacenar los ceros ni de L ni de U, ni los 1° de la
diagonal principal de L, ya que son valores conocidos. De esta forma, se pueden
almacenar todos los elementos esenciales en so6lo tres vectores.

Como ademéds, cada elemento de la matriz A, a;j, se utiliza durante la
descomposicion una unica vez, una vez empleado, puede ser remplazado por el
correspondiente elemento de L o de U. De esta forma, al finalizar la
descomposicion LU, la matriz A se transforma de la siguiente manera:

au a1,2 0 0 Ul,] up» 0 0
Q) ay a3z 0 b1 uyy w3 0
> — > > ( 8'8)
0 a; a3p as3 0 I3p w33 uzy
0 0 ay a4 0 0 143 uyy

La descomposicion LU de la matriz de coeficientes de un sistema de
ecuaciones simplifica enormemente la resolucion de dicho sistema. En nuestro
caso, ademas, sélo es necesario realizar una tnica descomposicion LU, ya que
todos los sistemas de ecuaciones comparten la misma matriz de coeficientes.

A continuacién se muestra la simplificacion que representa descomponer la
matriz de coeficientes de un sistema de ecuaciones en el producto de dos
matrices L y U:

Ax =b = LUx = Lc =b (8-9)

El sistema original se descompone en dos sistemas auxiliares de resolucion
extremadamente sencilla:
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1% sistema

Lc = b
1 0 0 0
c
by 10 0 1) (b
C1| | (8-10)
0 |3’2 1 0] =
31| | b3g
0 0 431 .
C41 4.1

Si empleamos la notacion L[i] para hacer referencia a los elementos de la
diagonal de la matriz L inmediatamente por debajo de la principal (inica que
tiene elementos significativos) (L[1] =1, L[2] =15, L[3] = 143, L[4] = 0).

c1=byg

8-11
Gig=biy-Lli-1kj_y; Vvi/2<i<4 ( )
2% gistema
Ux = ¢

UL] U1’2 0 0

X1,1 CL1
0 Uy U3 0

X2,1 €21 (8-12)
0 0 uz3 uz4 | =

X31 C31
0 0 0 Ugg

X4.1 C41

Para este sistema empleamos la siguiente notacion: U;[i] seran los elementos
de la diagonal principal de la matriz U(U[1] = U141, Ui[2] = Uz, Ui[3] = U3z,
Ui[4] = usa) y Uy[i] seran los elementos de la diagonal inmediatamente por
encima de la principal (Uy[1] = Uy, Up[2] = Uz3, Uy[3] = Us4, Ui[4] =0). Este
sistema de ecuaciones emplea la solucion (vector c¢) del sistema anterior
(Ecuacion 8-13):

i il ~Un[i] X1
b Uy i]

(8-13)
Vi/1<i<3

En resumen, la ecuacion diferencial en derivadas parciales que representa la
propagacion del PA se resuelve numéricamente mediante el método de
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diferencias finitas que calcula una aproximacién a la solucién de la ecuacién
diferencial en un conjunto discreto de instantes de tiempo y que divide la
agrupaciéon unidimensional de células en un ntmero finito de elementos
(celdas), de tal forma que cada elemento es considerado isopotencial y se
obtiene solo en ellos el valor del potencial de membrana.

9 Modelo Matematico de Propagacion 2D

Una vez planteado el método numérico utilizado para la propagacion del
modelo 1D, se analizara la implementacion matematica utilizada para los tejidos
bidimensionales. En la Figura 9.1 se puede apreciar el modelo eléctrico
bidimensional de un tejido cardiaco.

Figura 9.1 Modelo eléctrico 2D de un tejido cardiaco.

De esta forma, la ecuacion que describe la propagacion del PA en un tejido
bidimensional (2D) de las células se muestra a continuacion (se considera que
las células se encuentran en un medio extracelular ilimitado y se desprecia la
resistividad extracelular):

2 2
al 1 oV, 1 o7V, oV, .
= 2m+ 2m =Cin—="+ jion (9-1)
2| Rx ox* Ry oy ot

donde a es el radio de la célula, consideradas cilindricas, (cm), Ry, Riy son las
resistividades intracelular longitudinal y transversal respectivamente (KQ-cm),
Vn, es el potencial de membrana (mV), Cy, es la capacidad de membrana por
unidad de superficie (uF/cm®) ¥ jion es la densidad de corriente ionica (uA/cm®).
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Aplicando el método de diferencias finitas para obtener una aproximacion a
la solucién de la ecuacion diferencial y utilizando, igual que en el caso
unidimensional, la aproximacion de Crack-Nicholson, se obtiene la siguiente
ecuacion en diferencias finitas (Ecuacion 9-2)

T T, . T T+l T+l T+1
1 Vimictj = 2Ymi i *Vinienj 1 Vi~ 2Ymi g +Vinis, j
a | Rix 2(Axy Rix 2(ax)
2R: T T, . T T+ T+l T+l
o Vmi—l,j = 2Vmi, j +Vmi+1,j 1 Vmi—l,j ~2Vmi j +Vmi+1,j (9-2)
Riy 2(ay Riy 2(ay
w1 T
-V
~ ma] mi»j i T
e Fion

En este caso, puede observarse que para cada instante de tiempo (t.11), es
necesario resolver un sistema de ecuaciones y que para cada ecuacion de este
sistema, es decir, para cada pareja de valores (i,j), existen cinco incognitas: el

potencial de membrana del nodo X;; (Vr;,“_ ) y el de sus cuatro nodos vecinos, dos
1,]

de los cuales pertenecen a su misma familia (Vnﬁf'll 'y Vrf]f'll . ), mientras que los
1-1,] 1+1, ]
: T+l T+l
otros dos pertenecen a su misma columna (Vmi,j—l yvmi,j+1 ).

Para el caso bidimensional, la matriz del sistema de ecuaciones es una matriz
pentadiagonal, es decir, los elementos no nulos de la misma se encuentran
exclusivamente en cinco diagonales de la matriz, tres de las cuales son la
principal y sus diagonales adyacentes.

Para resolver el sistema de ecuaciones, podria pensarse en mantener el
sistema de resoluciéon empleado en el caso unidimensional (descomposicion
LU), sin embargo, la descomposicion LU no preserva los ceros que se
encuentran entre la diagonales no nulas, asi que la relativa simplificacién que
suponia la existencia de s6lo cinco diagonales no nulas desapareceria. Surge, por
tanto, la necesidad de buscar métodos de resolucion adecuados al nuevo sistema
de ecuaciones y se opta por utilizar métodos iterativos, en los que sucesivas
aproximaciones obtienen en cada paso de iteracion soluciones mas precisas. El
proceso iterativo finaliza cuando la diferencia entre dos iteraciones sucesivas es
menor que un error preestablecido.
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Método Alternating Direction Implicit (A.D.I)

El gran interés del método A.D.I se basa en la reduccion de complejos
problemas multidimensionales en una secuencia de problemas unidimensionales
mas sencillos. Aunque originalmente el método fue desarrollado en el &mbito de
la industria del petrdleo, el hecho de que la empresa en la que trabajaban
(“Humble Oil and Refining Company’’) permitiese la publicacion de su articulo,
di6 lugar a la rapida difusion del método.

El método A.D.I divide en dos etapas cada iteracion. En cada etapa el
sistema de ecuaciones original se reduce a un sistema tridiagonal. Como ya se ha
comentado en el caso unidimensional, en el que los sistemas de ecuaciones
resultaban ser tridiagonales, estos sistemas presentan unas caracteristicas
envidiables como son la economia de almacenamiento y la alta velocidad de
resolucion.

En la primera etapa de cada iteracion, a los términos de potencial de la
Ecuacion 9-2 correspondientes al eje transversal:

V‘r+1 _2V‘c+1 +Vr+1
a ’7 mi, j—1 mj, j Mi, j+1

Riy L 2(ay)

(9-3)

Se les asigna un valor constante (son considerados parte del término
independiente, asignandoles el valor obtenido en la iteracion anterior). De esta
forma, el sistema de ecuaciones resultante, en el que los términos de potencial
correspondientes al eje longitudinal constituyen las incognitas, se convierte en
un sistema tridiagonal.

Analogamente, en la segunda etapa de cada iteracion, a los términos de
potencial de la Ecuacion 9-4 correspondientes al eje longitudinal:

Miztj "M Mis,j

2Rix L 2(Ax)

. ’7V‘r+1 _2V‘r+1 +Vr+1

(9-4)

Se les asigna un valor constante y se resuelve un sistema de ecuaciones
tridiagonal cuya solucién proporciona un nuevo valor aproximado para los
términos de potencial correspondiente al eje transversal.

Este método tiene un esfuerzo computacional minimo, equivalente al de
otros métodos eficientes como el S.O.R (Successive Over Relaxation), pero
posee una velocidad de convergencia mayor. Ademas, las matrices de
coeficientes para los sistemas de ecuaciones son siempre las mismas, asi que

80



Capitulo IT1 Métodos

emplear el método de descomposicion LU so6lo implica realizar una tunica vez la
transformacion de dichas matrices en productos LU.

10 Modelizaciéon Matematica de la Lidocaina

Para la modelizacion de la accion de la lidocaina sobre la corriente de sodio
(Ina) se han tenido en cuenta ciertas consideraciones que van a ser destacadas.

Tal y como se ha comentado en la introduccion, para la estimacion de
parametros del modelo matematico se pueden utilizar dos alternativas, la
regresion lineal y los algoritmos genéticos. En este apartado se pretende también
detallar el procedimiento seguido para la obtencion de los pardmetros del
modelo.

10.1 Estimacion de parimetros

Para la estimacion de las constantes que aparecen en las ecuaciones
diferenciales que representan la accion del farmaco, es importante utilizar un
método matematico que pueda reproducir con bastante precision las curvas
encontradas experimentalmente, basandose claramente en las ecuaciones
planteadas ya sea a través de la MRT o GRT. En la actualidad existen diferentes
metodologias para la busqueda de los parametros; una de ellas, ha sido
propuesta por Starmer [Starmer 1988], en la cual a partir de las hipotesis hechas
por la GRT, logra obtener los valores de las constantes de asociacién y
disociacion. Por otra parte, en esta tesis se esta utilizando como herramienta para
resolver este tipo de problemas los algoritmos genéticos; ya que éstos realizan
una busqueda global dentro de todas las posibles soluciones, optimizando de
manera sorprendente los resultados.

10.1.1 Regresion lineal y exponencial

Starmer desarrolld6 un modelo de interaccion periodica del bloqueo de
farmacos antiarritmicos con el canal de sodio. Como se conoce, la configuracion
de los canales es sensible a los potenciales de membrana asi, los periodicos
cambios en el potencial de membrana, inducen cambios en la configuracion del
canal.
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Cuando un pulso de estimulacion es aplicado a una célula, se puede describir
el comportamiento del canal por un proceso de dos pasos. Estos dos intervalos
consisten en un intervalo de inactivacion, tj, seguido por uno de recuperacion, t;.
En una simple caracterizacion, la verdadera relacién de asociacion, K y r, serian
consideradas independientes de la estimulacion, mientras la fraccion de sitios
accesibles (fj, f;) y la fraccion de canales bloqueados por el farmaco disponibles
para disociarse (gi, 9r) son considerados sensibles al estimulo. La verdadera
relacién de asociacion y disociacion es representada por K y L, mientras las
relaciones aparentes son determinadas por el producto de la verdadera relacion y
la fraccion de sitios accesible y la fraccion de canales bloqueados disponibles
para disociarse. Estas aparentes relaciones son claramente sensibles a la
naturaleza del protocolo de estimulacion. Por esta razéon es necesario tener en
cuenta el protocolo de estimulacion para la obtencion de las constantes
aparentes. En la Figura 10.1 se puede observar la relaciéon de bloqueo que se
considerara para un determinado protocolo de estimulacion

Sk
+D = B

Sa ¥
ActHvacion

—

Recuperaciin

Frk
U+ < B
grr

Figura 10.1 Comportamiento del canal cuando es aplicado un protocolo de
estimulacion, el cual hace que el bloqueo por firmacos sea dependiente de la
estimulacion.

Asimismo, para un estado i (activacion; inactivacion o recuperacion), la
evolucion temporal de la fraccion de canales bloqueados por el farmaco estara
dada por:

do

=k D(1-b)=i-b (10-1)

con una solucion:
b(t) = bi o + (b — b )- €718 (10-2)
donde:
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-1
li
bi oo = {Hki—D} (10-3)

10.1.2 Algoritmos genéticos

Como se menciono anteriormente, una metodologia que ultimamente ha sido
utilizada para la estimacion de los parametros son los algoritmos genéticos
(AG). Estos aplican los mecanismos de evolucion de la biologia: seleccion
basada en la poblacion, reproduccion y mutacidon, para la obtencion de los
resultados. Este método sistematico nos brinda una resolucién de problemas de
busqueda y una optimizacion.

Los algoritmos genéticos son métodos de optimizacidén, que tratan de
resolver el mismo conjunto de problemas que se ha contemplado anteriormente,
es decir, hallar (X;,...,xn) tales que F(X;,...,X;) sea maximo. En un algoritmo
genético, tras parametrizar el problema en una serie de variables, (X;,...,Xy) se
codifican en un cromosoma. Todos los operadores utilizados por un algoritmo
genético se aplicaran sobre estos cromosomas, o sobre poblaciones de ellos. En
el algoritmo genético va implicito el método para resolver el problema; a
diferencia de otros algoritmos evolutivos como la programacion genética. Hay
que tener en cuenta que un algoritmo genético es independiente del problema, lo
cual lo hace un algoritmo robusto, por ser util para cualquier problema, pero a la
vez débil, pues no esta especializado en ninguno.

Las soluciones codificadas en un cromosoma compiten para ver cudl
constituye la mejor solucion (aunque no necesariamente la mejor de todas las
soluciones posibles). El ambiente, constituido por las otras soluciones, ejercera
una presion selectiva sobre la poblacion, de forma que sélo los mejor adaptados
(aquellos que resuelvan mejor el problema) sobrevivan o leguen su material
genético a las siguientes generaciones, igual que en la evolucion de las especies.
La diversidad genética se introduce mediante mutaciones y reproduccion.

El algoritmo genético procede de la forma siguiente:

= Evaluar la puntuacion (fitness) de cada uno de los genes.

=  Permitir a cada uno de los individuos reproducirse, de acuerdo con
su puntuacion.

= Emparejar los individuos de la nueva poblacion, haciendo que
intercambien material genético, y que alguno de los bits de un gen se
vea alterado debido a una mutacion espontanea.

Cada uno de los pasos consiste en una actuacion sobre las cadenas de bits, es

decir, la aplicacion de un operador a una cadena binaria. Se les denominan, por
razones obvias, operadores genéticos, y hay tres principales: seleccion, cruce y
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mutacion; aparte de otros operadores genéticos no tan comunes. En la Figura
10.2 se puede apreciar un esquema donde se representa la implementacion de los
algoritmos genéticos.

Inicializacion
Poblacion

A J

Evaluacion funcion
objetivo para toda
la poblacion

Criterio de
finalizacion

Nueva generacion

+ Seleccion
* Cruce
» Mutacion

Figura 10.2 Diagrama de flujo de los algoritmos genéticos.

Para la estimacion de los parametros se implement6 el algoritmo genético en
MATLAB, en la Figura 15.12 se presenta el diagrama de flujo de esta
implementacion.

11 Simulacion del Tejido Isquémico

Durante la fase aguda de la isquemia miocardica que transcurre durante los
primeros 10 minutos después del cese de aporte sanguineo a la region del tejido
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afectado, aparecen alteraciones electrofisiologicas entre el tejido sano y el tejido
isquémico, siendo una de las principales causas de las arritmias reentrantes.

Partiendo de las condiciones isquémicas experimentalmente descritas, se ha
escogido para las simulaciones del tejido central isquémico los valores que
aparecen en la Tabla 11-1 contrastados con los valores del tejido sano
(condiciones de normoxia).

Tabla 11-1 Condiciones fisiolégicas en normoxia y en isquemia

Normoxia Isquemia
[ATP]; (mM) 6.8 4.6
[ADP]; (uM) 15 99
[K'], (mM) 4.5 12.5
fNa 1 0.75
fca 1 0.75

11.1 Tejido unidimensional

Las simulaciones realizadas sobre una fibra de tejido miocardico
unidimensional compuesto por 370 células, contemplan las condiciones
fisioldgicas de isquemia anteriormente descritas.

Se han tomado las mismas consideraciones geométricas celulares que
contempla el modelo de Luo Rudy, es decir células cilindricas de 11pm de
diametro y 100 pm de longitud.

Las 74 primeras células del tejido son células normales (ZN), las 100
siguientes constituyen a la zona de borde (ZB) y las Ultimas 196 a la zona
isquémica (ZI). En la Figura 11.1 se muestran las condiciones fisioldgicas de
cada una de las zonas y la variacion progresiva a lo largo de la ZB.
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[K*] = 12.5 mM
[K*] = 4.5 mbd
pH 74
pHE.4
fHa={fCa=1
fHa fCafind
[ADF] = 15 1M [A0F] = 33 pM
—_— [ATP] = 45
ATF =68 mM | ™ :
i | B £l
Calulad 100 110 1580 20 370

Figura 11.1 Tejido isquémico unidimensional celular.

El aumento de la concentracion extracelular de potasio, desde el valor normal
(4.5 mM) en la ZN hasta isquémico (12.5 mM) en la ZI, se extiendo a lo largo
de 100 células de la ZB, es decir a lo largo de 1 cm, ajustdndose a los resultados
experimentales [Coronel et al. 1988]. Asimismo, el ATP y ADP intracelulares
varian gradualmente en las 10 primeras células de la ZB, correspondiendo a 1
mm de variacion de la presion de oxigeno [Walfridson et al. 1985]. Finalmente,
la variacion de pH en las tltimas 50 células de la zona de borde se manifiesta
con la disminucion gradual del factor de bloqueo de las corrientes de sodio y
calcio [Kagiyama et al. 1982; Watson y Gold 199; Sato et al. 1985]. En efecto,
el pH disminuye en una unidad (desde 7.4 hasta 6.4 aproximadamente) en la
zona central con respecto de la zona normal, a lo largo de 1 cm de espesor. Sin
embargo, el efecto sobre las corrientes de calcio y sodio empieza a manifestarse
a partir de un pH de 6.9 aproximadamente, es decir en los ultimos 5 mm de la
zona de borde, considerando una disminucion lineal del pH.
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11.2 Tejido bidimensional

Las simulaciones se realizan sobre tejidos miocardicos bidimensionales
anisotropos compuestos por 302500 (550 x 550) células utilizando asi mismo las
condiciones fisioldgicas de isquemia anteriormente descritas.

En la Figura 11.2 se muestra el tejido bidimensional con una zona normal,
una zona central circular isquémica y una zona de borde en forma de anillo a su
alrededor, dividida en tres areas en las que cambian las distintas condiciones
fisiologicas. Estas condiciones fisiologicas son idénticas a las definidas en el
tejido unidimensional en cada una de las zonas normal, de borde o isquémica.
También se han mantenido los espesores de cada una de las zonas de borde
mencionadas en el apartado anterior. Las concentraciones intracelulares de ATP
y ADP, la concentracion extracelular de potasio y los factores de bloqueo de los
canales de calcio y sodio parten de las condiciones normales en la ZN y varian
en la ZB hasta alcanzar los valores isquémicos en la ZI.

0 Células 549 Células
75 i85 1125 175 it 465 475
125
Hiperkalemia 4.5 " S4B K, (ML)
1.0 06 1.0 N, fC,
Acidosis - 74
4 : pH
64
15 99 115 [ADP] (mM/L)
— —  [ATPY (ML
68 46 6g [ATPLHML)

Figura 11.2 Tejido isquémico bidimensional celular.
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11.3 Incidencia de Ia lidocaina en tejido isquémico

La isquemia miocardica puede ser producida por una obstruccion subita de
cualquier arteria coronaria principal o de una de sus ramas menores, lo cual
genera un disminucion parcial o total del riego sanguineo. Si esta oclusion
persiste durante un periodo de tiempo suficiente se origina la necrosis que se
denomina infarto del miocardio. En la Figura 11.3 se puede apreciar como se
genera una region isquémica.

4 1 L Obstrucsion
lf 7
s’

Brteria Coronaria

lzquermia
Miocardica

Figura 11.3 Isquemia miocardica.

Cuando se produce este tipo de patologias se recomienda tratarlas
rapidamente con farmacos, ya que éstas pueden desencadenar patologias mas
contundentes, que podrian evolucionar hacia la muerte stibita. Estos farmacos
son introducidos a través del flujo sanguineo, pero al producirse la oclusion de la
arteria este flujo queda reducido considerablemente, por lo que la incidencia del
farmaco desde la zona de borde a la zona central isquémica cambiard
gradualmente.

En las simulaciones realizadas se ha querido reproducir con exactitud dicho
fendmeno, por lo que se considera que la lidocaina puede entrar a la zona
isquémica hasta la zona de borde. Curtis et al. demostré a través de marcadores
radioactivos esta inclusion de los farmacos tipo III a la zona isquémica. Ademas
demostréo como los iones de potasio pueden salir del tejido isquémico aunque
siga obstruida la arteria que produjo la isquemia [Curtis et al. 1998].Asi, el nivel
de inclusion para la lidocaina corresponde al mismo grado con el que las
moléculas de K' salen del tejido. En la Figura 11.4 se representa el tejido
unidimensional y bidimensional simulado.
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Tejide 1D ZN ZB Zl zB Zl

#0 370 Células

Tejido 2D

0 549 Células
Lidocaina - 20, 50 y 100 pMm
(M)
0

Figura 11.4 Esquema de la variaciéon espacial de la lidocaina en las diferentes zonas
de transicion para el tejido 1D y 2D en condiciones de isquemia.

12 Implementacién Informatica

El modelo de propagacion unidimensional fue implementado en el software
LROOsim (programa escrito en C++); dicho programa ha sido desarrollado con
anterioridad por el grupo de investigacion Centro de Investigacion e Innovacion
en Bioingenieria (Ci’B), de la Universidad Politécnica de Valencia. La estacién
de trabajo en la que se llevaron a cabo estas simulaciones fue en un cluster IBM
1350 llamado “Hyades” de la Universidad Politécnica de Valencia, el cual esta
constituido por un conjunto de 60 servidores biprocesador Intel Xeon, 1 Gbyte
de memoria RAM y 18 Gbytes de HD, ademas tiene un sistema operativo Linux
RedHat. Hyades esta compuesto de 57 nodos destinados a servicios de calculo y
tres nodos que realizan tareas fundamentales para el funcionamiento del cluster.

En cuanto al modelo de propagacion bidimensional fue implementado en el
softwvare CAMAEC realizado en colaboracion con el Grupo de Redes y
Computacion de Altas Prestaciones (GRyCAP), de la Universidad Politécnica de
Valencia. Debido a que la simulacion de la propagacion del potencial de accion
representa una tarea computacionalmente costosa y con elevados requerimientos
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de memoria, este software combina dos estrategias computacionales. Por un
lado, la computacion de altas prestaciones que permite la reduccion en el tiempo
de una simulacion mediante el empleo de un cluster de PCs. Y por otro lado, las
tecnologias Grid que permiten la ejecucion concurrente de multiples
simulaciones sobre un entorno computacional geograficamente distribuido
[Alonso et al. 2004].

Las estaciones de trabajo donde se realizaron estas simulaciones fueron 2:

= Europa: cluster de PCs formado por 7 nodos de computacion cada uno
de los cuales estd formado por un biprocesador intel xeon a 2.0 GHz con 1
Gbyte de memoria Ram, la conexidn entre dichos nodos se realiza mediante
una red Gigabit ethernet.

=  GryCap: formado por 2 clusters de PCs, de 10 nodos biprocesadores de
computo cada uno de ellos y una estacion de trabajo Intel Itanium 2.

13 Condiciones Iniciales

Se han considerado las mismas condiciones celulares para el instante inicial
(t = 0) de simulacion en los dos tipos de modelos estudiados. Las células parten
del estado de reposo, cuyas caracteristicas dependen del tipo de célula.

= (Células sanas: el valor inicial del potencial de membrana corresponde al
estado de reposo:

Vi (t=0)=Vp o =-86 mv (13-1)

Los valores estacionarios de las compuertas se obtienen a partir de este
valor. Para una compuerta genérica X, el valor estacionario viene dado por la
expresion:

O(x(Vm,O)
M=) = o b o) (13-2)

= (Células isquémicas: el wvalor inicial del potencial de membrana
correspondiente al estado de reposos se ve incrementado con respecto a
las células sanas debido al aumento de potasio extracelular.
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Vi (t=0)=Vp o =-65mV (13-3)

El valor estacionario de las compuertas es el correspondiente a la Ecuacion
13-2, tomando Vo =- 65 mV.

En cuanto a las concentraciones idnicas iniciales se ven determinadas en la
Tabla 13-1. Solo varian con respecto a las células sanas las concentraciones de
ADP, ATP y potasio extracelular. Las demds concentraciones iodnicas
permanecen idénticas.

Tabla 13-1 Concentraciones iénicas en condiciones patolégicas

CONCENTRACION

Intracelular Extracelular

K" 12.5 mM
ATP 4.6 mM
ADP 99 uM

= (élulas situadas en zona de borde: las células presentes en esta zona de
tejido tiene unas condiciones iniciales variables en funciéon de su
situacion en el tejido. Y éstas vienen determinadas por las rampas
definidas en el apartado de simulacion del tejido isquémico regional.

13.1 Condiciones de contorno

Para la realizacion de las simulaciones se ha escogido la condicion de
contorno sellada, ya que es la més habitual, y también mas sencilla (condicion
von Neumann). Al utilizar esta condicién, se impone que la derivada del

. . oV,
potencial de membrana respecto al espacio sea nula en los extremos (a—m =0),
X
es decir, se impone que no fluya corriente en los extremos de la fibra.

En resumen, la ecuacion diferencial en derivadas parciales que representa la
propagacion del PA se resuelve numéricamente mediante el método de
diferencias finitas que calcula una aproximacién a la solucion de la ecuaciéon
diferencial en un conjunto discreto de instantes de tiempo y que divide la
agrupacion unidimensional de células en un nimero finito de elementos
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(celdas), de tal forma que cada elemento es considerado isopotencial y se
obtiene solo en ellos el valor del potencial de membrana.

Para considerar el efecto de los disco intercalares basta con introducir en las
ecuaciones correspondientes, aquellas para las que el nodo X; constituye el
extremo de una célula, la contribucion a la resistencia entre nodos que
representa el disco intercalar.

14 Protocolo de Estimulacion

Con el fin de comprobar la validez del modelo de la lidocaina se compararon
los resultados obtenidos con los resultados experimentales publicadas en la
literatura cientifica. Para realizar las comparaciones adecuadas, se ha ajustado el
protocolo de estimulacién en cada caso segun el modo de simulacion del
experimento de referencia.

En todas las simulaciones, la estimulacion eléctrica ha consistido en la
inyeccién de una corriente de estimulo le una vez y media mayor que la
intensidad umbral de estimulacion. El impulso de corriente es equivalente a un
tren de 10 pulsos rectangulares de 2 ms de duracion, separados por un periodo
de estimulacion (Basic Cycle Length o BCL). Se han aplicado 10 impulsos para
obtener el estado estacionario del bloqueo de la lidocaina. En la Figura 14.1 se
muestra el protocolo de estimulacion de los tejidos.

o

#1 #2 # 10

F 3
15 lea ‘ |
b 4 Ly |

'

P
Tp—

2 ms

Figura 14.1 Protocolo de estimulacion para obtener el estado estacionario.

En las simulaciones realizadas en tejido unidimensional, para la obtencién de
los diferentes parametros se ha estimulado la célula # 1 (Ver Figura 14.2).
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Rp Rp

Figura 14.2 Esquema de tejido unidimensional simulado.

Para la obtencion de los parametros de ERP (intervalo de tiempo desde que
un tejido se despolariza hasta que recupera su excitabilidad) y ERC (variacion
del APD respecto al DI) se utiliz6 un tejido unidimensional tanto en condiciones
normales como en condiciones de isquemia aguda regional. El protocolo fue
aplicado en la célula # 1 y se utilizo un de un tren de 10 impulsos basicos S1 y
posteriormente un estimulo prematuro S2, con un BCL de 500 ms y una
intensidad 1.5 mayor al umbral. El APD fue considerado como la duracion del
potencial de accion medida desde la despolarizacion del PA, es decir, la maxima
deriva del potencial de membrana respecto al tiempo hasta el 90% de la
repolizarizacion.

Las simulaciones llevadas a cabo sobre un tejido bidimensional de células
cardiacas han permitido el estudio de la propagacion y de bloqueo del potencial
de accion, ademds del estudio de la generacion de las reentradas bajos los
efectos de la lidocaina en condiciones de isquemia regional aguda.

En estas simulaciones, la estimulacion eléctrica se aplico en la parte superior
del tejido como se muestra en el esquema de la Figura 14.3

Estirulacion Estimulacidin
| | 548 Células
&
Direccién
Longitudinal _
"
o 549 Células [} 549 Células

Direccién
Transversal

Figura 14.3 Protocolo de estimulacion en las simulaciones de la actividad eléctrica de
tejidos bidimensionales.
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En cuanto al protocolo de estimulacion, se aplico un tren de 10 impulsos para
obtener el estado estacionario del tejido, posteriormente se aplico un segundo
impulso (estimulo prematuro) separado del anterior por un intervalo de tiempo
(Coupling Interval o CI) variable segin la simulacion realizada. En la Figura
14.4 se puede apreciar el protocolo de estimulacion aplicado.

Tren de impulsos Estimulo prematuro
A

#1 #2 #10

1.5 Tt ’_I
v i |

//
e —

Cl

— BCL —

Figura 14.4 Protocolo de estimulacién utilizado para obtener la ventana vulnerable.
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Capitulo IV Modelo de Ia accion de la lidocaina

CAPITULO IV. MODELO DE LA ACCION DE LA
LIDOCAINA

En este capitulo se desarrolla el modelo matematico que representa la accion
de la lidocaina sobre el canal de sodio en células ventriculares (una de las
contribuciones originales de la tesis doctoral), incluyendo cada uno de sus
efectos cuando la estimulacion, la concentracion y el pH son variados. Se
analiza la interaccion del firmaco con el canal, que se plantea a través de
ecuaciones diferenciales y se hallan cada uno de los pardmetros que intervienen
dentro de la expresion matematica.

Para finalizar, se realiza la validacion que determina la bondad del modelo,
simulando los protocolos utilizados por diferentes autores que evaltan
experimentalmente la accion de la lidocaina.

15 Modelo de la Accion de la Lidocaina

Uno de los objetivos de esta tesis doctoral es desarrollar un modelo
matematico que represente de manera fidedigna el efecto de la lidocaina sobre el
canal de sodio en tejidos ventriculares tanto en situaciones normales como en
situaciones patoldgicas asociadas a la isquemia. Ademas de incluir el efecto del
pH sobre la accién del farmaco; ya que como se ha comprobado
experimentalmente cambios en el pH afectan la accion de esté farmaco sobre el
canal de sodio. Al introducir dicha caracteristica dentro del modelo matematico
que se plantea, se dispondra de una nueva herramienta para estudiar de manera
mas realista la accién de la lidocaina en condiciones patologicas, donde el
cambio en el pH juega un papel importante.

En este apartado se presenta la cinética de interaccion que se ha considerado
para la realizacion del modelo y se plantean las ecuaciones diferenciales que
representan la accidon del fArmaco.

Como se menciond en el primer capitulo, la lidocaina reduce la Iy, de
manera dependiente del voltaje y de la frecuencia de estimulacion. Este efecto
ha sido explicado en términos de la teoria propuesta por Hille [Hille 1977],
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denominada Modulated Receptor Theory (MRT). Esta teoria postula que las
moléculas del farmaco tienen una afinidad variable al sitio de asociacion del
canal y que esta asociacion a su vez genera modificaciones en la cinética de
inactivacion cuando el farmaco esta asociado al canal.

Por otra parte, otro planteamiento como el de Starmer [Starmer 1984] postula
(Guarded Receptor Theory GRT) que son las compuertas del canal de sodio las
que regulan la difusion entre el farmaco y el sitio de asociacion del canal, dando
lugar a una dependencia de voltaje introducida por la formulacion de
compuertas propuesta por Hodking y Huxley [Hodking y Huxley 1977]. A su
vez, cuando se presenta una reduccion neta de la conduccion del canal
dependiente del voltaje, se puede observar un aparente cambio en la inactivacion
en la direccion de hiperpolarizacion. De esta forma, son las compuertas del canal
las responsables de restringir el acceso del farmaco hacia y desde el receptor,
donde la afinidad del farmaco con el receptor permanecera constante, mientras
el potencial de accion se desarrolle. Una de las caracteristicas mas importantes
de la GRT es que con s6lo 3 parametros, esta teoria es capaz de predecir las
cambios aparentes en el canal asociado al firmaco y los cambios aparentes en el
canal inactivado sin incorporar modificaciones en los parametros de las
compuertas cuando el farmaco ya estd asociado. Esta teoria es util para
caracterizar la cinética del canal asociado a farmacos amino-amidas, ademas de
farmacos hidrofobicos e hidrofilicos.

Hille [Hille 1977], postuld la existencia de dos accesos para las diferentes
clases de farmacos; asi los farmacos hidrofobicos pueden acceder al canal a
través de la membrana y los farmacos hidrofilicos acceden a través del propio
canal; por lo que es necesario que la compuerta de activacion este abierta.

Siguiendo con el planteamiento del modelo, un factor que juega un rol muy
importante dentro del modelo es el formalismo de compuertas de Hodking y
Huxley, ya que define las propiedades del canal en términos de conduccion,
determinado por cuatro compuertas: tres de activacion (m3) y una de
inactivacion (h). Es importante anotar, que en el modelo plantado en esta tesis se
tienen en cuenta dos compuertas de inactivacion, una lenta (j) y otra rapida (h)
de acuerdo a las modificaciones hechas por Luo y Rudy [Luo y Rudy 1994]. El
formalismo planteado por Hondking y Huxley describe las transiciones entre los
estados abierto (O) y cerrado (C) representados por las siguientes ecuaciones:

= an(i-m)-ppm

S = anli-h)-pyn (15-1)
dj A

a=0‘j(l— i)-Bji
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Donde 0, PBm, 0, P, 0y PBj, son sensibles al voltaje.

Para el desarrollo de este analisis se ha tenido en cuenta los tres principales
estados del canal de sodio:

= Estado de activacién: el cual corresponde al estado donde todas las
compuertas estan abiertas (Figura 15.1A). En este estudio se ha
asumido que las compuertas de activacion son las que gobiernan la
accion de la lidocaina de acuerdo a los resultados obtenidos por Yeh
y Tanguy [Yeh y Tanguy 1985]

= Estado de inactivacion: conformado por todos los estados en los que
las compuertas m’ estdn abiertas y las compuertas h y j se
encuentran entre abierto y cerrado (Figura 15.1B).

= [Estado cerrado: este estado corresponde al conjunto de estados
donde las compuertas m’ estan cerradas independientemente del
estado de las compuertas h y j (Figura 15.1C).

|
I\‘
C) Cerrado
A) Activacion

B ) inactivacién / \
nf T - -
h h h

\ J |\
i

]

i
(1-m3yhj (1- m3)-(1-hj)
m3-h-j

Figura 15.1 Estados del canal de sodio mientras un potencial de accién es
desarrollado. A) estado de activacion, B) estado de inactivacion, C) estado cerrado.
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Por otra parte, como se ha mencionado en el primer capitulo, la lidocaina es
un farmaco amino-amida, por lo que posee moléculas cargadas y neutras. Para
que las moléculas de farmaco cargado se puedan asociar y disociar al receptor es
necesario que el canal se encuentre en el estado activo; mientras que las
moléculas de farmaco neutro se pueden asociar y disociar en todos los estados
del canal [Starmer et al. 1984; Starmer et al. 1986; Strichartz 1973; Yeh et al.
1985]. Esto sugiere que la forma cargada de la lidocaina es la responsable de la
componente lenta de bloqueo y la forma neutra determina la rapida componente
de bloqueo dependiente de la frecuencia. La forma cargada de la lidocaina tiene
acceso a su sitio de asociacion solo por un corto periodo de tiempo, lo que
produce una componente lenta en la reduccion de la Iy, durante un tren de
impulsos. A su vez, la forma neutra de la lidocaina posee diferentes afinidades
hacia su receptor haciendo dicha afinidad dependiente del estado en el que el
canal se encuentre.

Ambas formas de la lidocaina son importantes. Esto ha sido claramente
demostrado por observaciones realizadas sobre el efecto del pH y la
dependencia de la frecuencia del bloqueo y su recuperacion [Broughton et al.
1984; Grant et al. 1982; Schwarz 1977]. En particular, la variacion de la cinética
de recuperaciéon modulada por el pH, implica que se realice un intercambio de
protones que involucra a las moléculas de farmaco, por lo que es importante
tenerlo en cuenta a la hora de modelizar dicho efecto. Asi, para modelizar
adecuadamente farmacos amino-amidas como la lidocaina, es necesario incluir
un proceso de asociacion que represente el intercambio entre la parte cargada y
la no cargada. Realmente, hay dos procesos de intercambio de protones: uno que
acopla la forma cargada y neutra libre, y otro que acopla las partes de las
moléculas ya asociadas al canal. En la Figura 15.2 se muestra un diagrama de
interaccion entre las moléculas de farmaco cargado y neutro, al mismo tiempo se
representa el intercambio de protones existente entre las formas de asociacion
del farmaco.
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Bloqueo farmaco cargado
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Figura 15.2 Diagrama de interaccién de la lidocaina con el canal de sodio a través de
GRH. D¢ — Farmaco cargado, Dy — fArmaco neutro, by — bloqueo del canal por fairmaco
neutro, bc — bloqueo del canal por farmaco neutro.

Este esquema de asociacion y disociacion incorpora elementos que difieren
de la MRT, tales como: 1) no se modifica la cinética de las compuertas cuando
el farmaco estd asociado al canal, 2) la interaccion entre la forma cargada y la
membrana cargada incorpora una relacion de disociacion y una relacion de
protonacion, 3) las constantes de asociacion y disociacion no dependen del
estado del canal.

15.1 Cinética de asociacion y disociacion

Después de analizar cada uno de los elementos que interactian cuando un
farmaco como la lidocaina se asocia al canal, es importante reconocer de manera
explicita cada uno de los factores que hacen posible la asociacion y disociacion
del mismo.

El planteamiento de la cinética de asociacion de la lidocaina se dividird en
dos fases, una donde se modeliza la interaccion del farmaco cargado y el canal
de sodio y otra donde se simula la interaccion del farmaco neutro con el canal.
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Interaccion de la forma cargada de la lidocaina y el canal de sodio

En esta tesis doctoral se postula que el receptor es accesible a la forma
cargada de la molécula de lidocaina inicamente cuando el canal puede conducir,
es decir, cuando todas sus compuertas estan abiertas (canal en estado abierto),
como ha sido observado por Courtney y Yeh [Courtney 1975; Yeh 1978: Yeh
1982]. Adicionalmente se postula que la parte cargada del farmaco es atrapada
por el canal cuando las compuertas estan cerradas. Por lo tanto, la transicion
entre el canal no bloqueado (U) y bloqueado (bc) es descrito por:

m3hj-kc
U + DC - . bc

mShJ . IC‘ e-Z\-‘F-‘RT

En la Figura 15.3 se puede apreciar el diagrama de interaccion de la forma
cargada de la lidocaina con el de sodio.

Cerrado C Constante de asociacion CC*

H mehj - kg H
............. Estado de Activacion

. *
Activado (@] + [DC] P OC blogueado por

lidocaina cargada
lI m2h;j - IC . @FVIRT T
v

Inactivado I Constante de disociacion |c

*

Figura 15.3 Diagrama de interacciéon de la forma cargada de lidocaina con el canal
de sodio.

Para introducir en la ecuacion diferencial el término de la asociacion y
disociacion del farmaco cargado en el estado de activacion, se utilizd la
formulacion del estado abierto del canal representada por m*h.j. La exponencial
que se observa en la Figura 15.3 refleja la modificacion que sufre la cinética de
asociacion generada por el movimiento de carga que se produce cuando la
molécula de farmaco cargado cruza el campo eléctrico de la membrana para asi
poder acceder a su receptor dentro del canal. Asimismo, las constantes de
asociacion y disociacion son simbolizadas por k¢ y lc.
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Interaccion de la forma neutra de la lidocaina y el canal de sodio

Para la forma neutra de la lidocaina se ha asumido que el fAirmaco se asocia
al receptor de acuerdo al estado en que se encuentre el canal. De esta forma, la
parte neutra de la lidocaina tendrd diferentes afinidades hacia el receptor
dependiendo del estado en que el canal se encuentre.

La transicion entre el canal no bloqueado (U) y el bloqueado (by) esta
representado por:

mahj-k, + m3(1-hj)k; + (1-m3)-kg
U+D, - by

mB3hj-l, + m3(1-hj)-|, + (1-m3)-l

En la Figura 15.4 se muestra el diagrama de transicion entre el farmaco
neutro y los 3 estados del canal.

C +— D] + C Cerrado

o"‘ — [DN] + O  Activado

— [D N] + ihactivado

- -hj)-:ml.,m

Figura 15.4 Diagrama de interaccion del farmaco neutro y el canal de sodio.

Para representar matematicamente la asociacion del farmaco cuando el canal
estd en el estado de activacion se utilizara la formulacion de m°hj, para el estado
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de inactivacion: m*(1-hj) y para el estado cerrado: (1-m?). A cada uno de estos
estados le corresponderd una constante de asociacion (ka, ki, kg) y una de
disociacion (14, I, Ir), respectivamente.

Como se menciond anteriormente, después de tener representados cada uno
de los trayectos en los que el farmaco se puede asociar al canal, es necesario
incorporar la uniéon entre la forma neutra y la forma cargada. Al igual que en los
procesos anteriores se incorporan las constantes de asociacion y disociacion de
dicha cinética, simbolizadas por kp y Ip (en la Figura 15.5 se esquematiza la
interacciéon del farmaco y las moléculas). Si acoplamos cada uno de los
procesos mencionados anteriormente en un solo esquema, se podra obtener la
formulacién matematica adecuada que incluya la interaccion del farmaco
cargado y el neutro, ademas de la interaccion con las moléculas de hidrogeno.

by be
T ke [H] iy
Y crereescermeareecsenreessssatn » 1
cy + [H¥] @l |p ............. I C.

o
Z»
+

ki, [H'] ]
I + [HY oy e
1 1
Canal blogueado por Canal blogueado por
Farmaco neutro Farmaco cargado

Figura 15.5 Esquema de interaccion del canal bloqueado por el firmaco en estado
neutro y cargado y las moléculas de hidrégeno.

Agrupando cada uno de los elementos que intervienen en la interaccion del
farmaco con el canal, éste se expresard como un proceso hidrofobico, uno
hidrofilico y un acoplamiento entre el bloqueo producido por el farmaco neutro
y cargado, y el intercambio de protones. En la Figura 15.6 se puede observar el
esquema completo del modelo de la accion de la lidocaina sobre el canal de
sodio propuesto por esta tesis doctoral:
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Neutro I Cargado
P
K. ¥
1—=== 17—
- | byl
(1-m3 kg 1 : N, :
— b+ ! C P Ce
{(1-m3)-l5 I O |p | 1
s t " 1
¢ 1 L
1 . k [H*] Y !
mehjk, ! N P m#hj-k. }‘O . :
Sy D B B —— 1 0
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I : I !
I e I !
) | 1 I 1
m(1-hj)-k, - ! - !
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===y 14 =
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v v v
by 1-b-b,, be

Figura 15.6 Diagrama de bloqueo de la lidocaina, teniendo en cuenta su asociacién
en las formas cargadas (by) y neutra (bc).

Atendiendo al modelo propuesto, la ecuacion que describe la interaccion del
farmaco en estado neutro (Dy) seré:

db

d_th[m3hj,kA+m3(1—hj)-k| +(1—m3)'kR]’[DN ]'(1_bN ~bc )_ (15-2)

[m3hj-|A+m3(1—hj)-|, +(1—m3)-|R].bN +15 be —kp[H+]-bN

El primer término corresponde a la asociacion del farmaco neutro en sus tres
estados, el factor (1-bn-bc) representa la fraccion de canales no bloqueados ni
por el farmaco neutro ni por el cargado. Posteriormente, se encuentra el término
que simboliza la disociacion del farmaco neutro con sus respectivas constantes
de disociacion (la, I, Ir) y por dltimo los términos l,be y kp[H+]-b11 que
caracterizan el intercambio de las moléculas de hidrégeno y las dos trayectorias
de asociacion (by y bc). Notese que se han incorporado los términos k, y 1, que
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representan las constantes de asociacion de las moléculas de hidrégeno. En la
Figura 15.7 se muestra el bloqueo obtenido por la forma neutra del farmaco para
los valores de pH de 6.4 (Figura 15.7A) y 7.4 (Figura 15.8B) cuando se aplica
un voltage clamp (representado por la linea azul de la figura). Como se muestra
en la Figura 15.7, el bloqueo se incrementa cuando se presenta un mayor pH,
debido a que si se aumenta el pH, se incrementa el bloqueo producido por el
farmaco neutro.

En la Figura 15.8 se representa el comportamiento de los términos de la
ecuacion donde se asocia y disocia la forma neutra del farmaco para dos
diferentes valores de pH. Aqui se observa como la asociacioén y disociacion se
presenta durante toda la estimulacion, aunque este proceso tiene menor valor
cuando el canal se encuentra en estado de cerrado. Adicionalmente, se muestra
como al incrementar el valor de pH se incrementa la interaccién del farmaco
neutro con el canal, ocasionando una mayor asociacion y disociacion.

-
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Figura 15.7 Bloqueo obtenido por la forma neutra de la lidocaina cuando se aplica
un voltage clamp (V,, =-120 mV, Vt=-10 mV) para los valores de pH A) 6.4 y B) 7.4.
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A) - B) =
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Figura 15.8 Comportamiento de los dos primeros términos de la ecuaciéon 15-2
cuando se aplica un voltage clamp (A y B), para los valores de pH de 6.4 (C) y 7.4 (D). En
las lineas adyacentes esta representado el eje de cada una de las graficas siendo Kaso_N
el primer término de la ecuacién (asociacion en los 3 estados del canal), Ldis_N segundo
término (disociacion en los 3 estados), V (voltage clamp).

La ecuacion que representa la interaccion del canal con el farmaco cargado
(D¢) es:

£ [t ke Foe - 0-by -be)-
~2VyF (15-3)
m3hj-e mAT-IC be —1p -bg +Ky[H +] by

En esta ecuacion el primer término equivale a la asociacién del farmaco
cargado en el estado de activacion multiplicado por su constante de asociacion,
la concentracion del farmaco cargado y la fraccion de canales no bloqueados por
el farmaco. Posteriormente, se encuentra el término que representa la
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disociacion del fdrmaco multiplicado por la exponencial que simboliza el
movimiento de carga que existe debido a la parte cargada de la molécula de
farmaco. Finalizando estan los términos que incluyen dentro de la ecuacion el
intercambio de moléculas de hidrogeno. En la Figura 15.9 se presenta la accion
de la forma cargada del farmaco cuando se aplica un voltage clamp en los dos
valores de pH de 6.4 (Figura 15.9A) y 7.4 (Figura 15.9B). En este caso, el
bloqueo de la forma cargada es mayor cuando se encuentra el pH menor, debido
a que el decremento del pH genera un incremento en la concentracion de
moléculas de farmaco cargado. En la Figura 15.10 se muestra el
comportamiento de cada uno de los términos de la ecuacion 15-3. Como se
indica en la Figura 15.10 C y D la asociacion y disociacion solamente se realiza
durante el estado de activacion asi como esta interaccion tiene mayor relevancia
cuando el nivel de pH es disminuido a una valor de 6.4.
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Figura 15.9 Bloqueo obtenido por la forma cargada de la lidocaina cuando se aplica
un voltage clamp (Vh =-120 mV, Vt=-10 mV) para los valores de pH A) 6.4 y B) 7.4.
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Figura 15.10 Comportamiento de cada los dos primeros términos de la ecuacion 15-
3 cuando se aplica un voltage clamp (A y B), para los valores de pH de 6.4 (C) y 7.4 (D).
En las lineas adyacentes esta representado el eje de cada una de las graficas siendo
Kaso_C el primer término de la ecuacion (asociacion en el estado de activacién), Ldis_ N
segundo término (disociacion en el estado de activacion), V (voltage clamp).

Asi, el bloqueo total serd la suma del bloqueo producido por el farmaco
cargado y el neutro.

b =by +be (15-4)

Para introducir el bloqueo del fairmaco dentro del modelo matematico del
potencial de accion se asume que el efecto del bloqueo del farmaco disminuye la

conductancia maxima (Jn,), de esta forma la corriente de sodio queda

modificada por el factor 1-b que representa la fraccion de canales no bloqueados
por el farmaco:
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Ina = Tna (1-b)-mhj- (Vi —Epa) (15-5)

15.2 Estimacion de parimetros

Después de plantear el modelo de interaccion de la lidocaina con el canal de
sodio, a través de las ecuaciones diferenciales (Ecuacion 15-2, 15-3, 15-4 y 15-
5) esbozadas en el apartado anterior, es necesario encontrar los valores de las
diferentes constantes de asociacion y disociacion para asi completar el modelo.

Para ello es necesario encontrar un método fiable que garantice una
satisfactoria representacion de la cinética de interaccion de la lidocaina con el
canal, teniendo en cuenta cada una de sus caracteristicas electrofisiologicas.

La estimaciéon de los pardmetros se ha realizado utilizando los datos
publicados por Schwarz et al. en ventriculo de rana [Schwarz et al. 1977]. En la
Figura 15.11 se representa la reduccion producida por 0.2 mmol/L de lidocaina
de la Iy, en funcién del tiempo para diferentes valores de pH y BCLs. Para la
estimacion de los parametros se utilizaran los BCLs de 200, 400 y 800 ms por
estar dentro del rango de BCLs de interés.

- — de
10 20 A0

Figura 15.11 Dependencia de frecuencia de 0.2 mM de lidocaina en diferentes BCL y
para pH 6 y 7.2 Schwarz et al. [Schwarz et al. 1977].

Para determinar cada una de las constantes de asociacion/disociacion, el
método escogido juega un papel muy importante ya que éste permitira encontrar
los valores que mejor se adapten a los datos experimentales.

Starmer y Courtner [Starmer y Courtney et al. 1989] platearon un método
basado en el modelo de la GRH (dicho modelo ha sido explicado con
anterioridad en el capitulo I, adicionalmente incorporaron algunas
modificaciones para poder modelizar firmacos como las amina-amidas, ya que
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este tipo de farmacos divide la fraccion de canales bloqueados en dos: los
canales bloqueados por la forma cargada del farmaco y los canales bloqueados
por la forma neutra. Para el planteamiento de su estimacion se realizan unas
hipétesis en las que desprecia la relacion de disociacion del farmaco cargado al
canal en potenciales diastolicos ademas, se considera que la relacion de
disociacion de farmaco neutro es el encargado de la recuperacion de dicha
asociacion debido a su rapidez.

En el desarrollo que da a lugar este trabajo, se utilizd este método para
obtener una estimacion de los parametros, pero el resultado no fue el mas
favorable, ya que al utilizar un ajuste basado en una regresion lineal y
exponencial, se produce una solucién con un error cuadratico medio muy alto,
que no nos garantiza un comportamiento valido a la hora de modelizar diferentes
condiciones electrofisiologicas. Es importante destacar, que para una buena
estimacion del modelo es necesario obtener una lenta recuperacion cuando el pH
es disminuido ademas, de su efecto dependiente de la frecuencia y de la
concentracion.

Por tal motivo, en esta tesis doctoral se utilizd como herramienta para la
identificacion de las constantes, un método basado en algoritmos genéticos
[Houck et al. 1995], ya que estos han sido utilizados para resolver problemas
con un grado de complejidad bastante alto. Estos algoritmos mantienen y
manipulan una familia de soluciones e implementaciones como estrategia para la
busqueda de la mejor solucion. En el apartado de métodos se explicd de manera
general el procedimiento utilizado para la obtencién de las constantes y es la
Figura 15.12 donde se detalla cada uno de los pasos realizados.

111



Capitulo IV Modelo de Ia accion de la lidocaina
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Figura 15.12 Diagrama de flujo para la estimacion de los parametros.

En este diagrama de flujo se representa cada una de los pasos seguidos para
obtener la mejor solucion al problema de la obtencion de las 10 constantes de
asociacion y disociacion (ka, ki, kg, ky, ke, la, Ii, Ir, 1, 1c) utilizando como
funciéon objetivo las dos ecuaciones de bloqueo tanto para farmaco cargado
como para neutro, ademas de tener en cuenta las dos familias de curvas a las que
se debe ajustar este modelo.

Ademas, se ha agregado un criterio de ponderacion debido a que es necesario
dar prioridad a la cinética lenta de recuperacion del farmaco cuando el pH es
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disminuido. También se ha querido priorizar el efecto del farmaco en el estado
estacionario, ya que como la lidocaina es un firmaco de rapida accion, es
importante tener un bloqueo estacionario muy semejante a lo observado
experimentalmente.

El proceso de optimizacion utilizé 400 generaciones y la funcion evaluacion
fue formulada para obtener el mejor ajuste con los datos experimentales,
caracterizando el bloqueo del canal durante un protocolo determinado y su
subsecuente recuperacion desde el bloqueo.

En cuanto a las condiciones iniciales del protocolo de estimulacion se han
considerado los siguientes puntos:

= La concentracion de farmaco total (D) es: 0.2 mmol/L de lidocaina.
Para obtener la porcion de farmaco cargado (Dc¢) o neutro (Dy) se
utilizé el principio utilizado por Broughton et al. [Broughton et al.
1984] en donde se considera que:

Dr =Dc +Dn
D_NzlopH—pKa (15‘6)
Dc

Se ha utilizado un pKa = 8.2 como lo indica Schwarz et al. [Schwarz et al.
1977].

= En la Figura 15.13 se muestra el protocolo de estimulacion aplicado
para poder evaluar el modelo

-10mvy

- 100 m\- -

pomg

BCL

Figura 15.13 Protocolo de estimulacion.

Para la implementacion de los algoritmos genéticos se han definido los
siguientes parametros:

=  Numero de individuos = 150
= Probabilidad de cruce = 0.8
= Probabilidad de mutacion = 0.01
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El ajuste del modelo de lidocaina propuesto a los datos experimentales se ha
realizado en colaboracion con el grupo de Control Predictivo y Optimizacion
Heuristica de la Universidad Politécnica de Valencia.

En la Tabla 15-1 se aprecia los valores para cada una de las constantes

obtenidas:

Tabla 15-1 Valores de las constantes de asociaciéon y disociacién

Valores de las constantes de asociacion y disociacion

ka M 'ms™)
ki (M 'ms™)
kg (M 'ms™)
ke M 'ms™)

kp (M'ms™)

5173

4998.4

0.000196

1288

5000

s (ms™)
i (ms™)
Ir (ms™)
Ic (ms™)

Ip (ms-l)

0.0128

0.0384

0.000942

0.041038

0.000446

En la Figura 15.14 y Figura 15.15 se puede apreciar los valores reales (datos
experimentales — puntos) y los valores estimados a partir de las constantes
encontradas (lineas continuas) para un pH de 6 y un pH de 7.2.
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Figura 15.14 Evaluacion del modelo propuesto para un pH 6 y una concentracion de
lidocaina de 0.2 mmol/L. Datos experimentales (puntos), datos simulados (lineas
continuas). BCL 200 ms (o), 400 ms (A) y 800 ms (m).
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Figura 15.15 Evaluaciéon del modelo propuesto para un pH 7.2 y una concentracion
de lidocaina de 0.2 mmol/L. Datos experimentales (puntos), datos simulados (lineas
continuas). BCL 200 ms (o), 400 ms (A) y 800 ms (m).
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En las Tabla 15-2 a 15-5 se encuentran representados el porcentaje de
desviacion que sufren los resultados experimentales y los datos obtenidos a
través del modelo propuesto. Como se puede apreciar la mayor desviacion

corresponde a un porcentaje del 9 %.

Tabla 15-2 Comparacion con los datos experimentales de Schwarz et al. y los datos
obtenidos a través del modelo para pH 6 [Schwarz et al. 1977] y un BCL 200y 400 ms

pH 6
Tiempo Datos Datos % Tiempo Datos Datos %
(ms) Reales estimados | desviacion (ms) Reales estimados | desviacion
BCL 200 ms BCL 400 ms
0 1 1 0 0 1 1 0
2,5 0,79 0,72 8,49 1,25 0,94 0,92 1,89
5 0,62 0,58 5,05 5 0,79 0,74 5,75
7,5 0,52 0,51 3,04 7,5 0,72 0,68 5,44
10 0,47 0,47 0,73 12,5 0,62 0,61 2,70
12,5 0,44 0,44 0,13 16,25 0,58 0,58 1,19
15 0,43 0,43 -0,21 17,5 0,58 0,57 0,68
17,5 0,42 0,42 -0,52 20 0,56 0,56 0,33
20 0,41 0,42 -1,89 22,5 0,55 0,56 -0,33
22,5 0,41 0,42 -2,40 25 0,55 0,55 -0,76
25 0,40 0,42 -3,42 27,5 0,55 0,55 -0,27
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Tabla 15-3 Comparacion con los datos experimentales de Schwarz et al. y los datos
obtenidos a través del modelo para pH 6 [Schwarz et al. 1977] y un BCL 800 ms

pH6
Tiempo (ms) Datos Reales Datos estimados % desviacién
BCL 800 ms

0 1 1 0

2,1 0,94 0,92 1,99
6,4 0,83 0,83 -0,45
8,56 0,79 0,80 -0,72
10,7 0,76 0,78 -2,56
12,8 0,73 0,76 -3,05
17,1 0,70 0,73 -4,65
21,4 0,68 0,71 -4,97
23,5 0,67 0,71 -5,70
25,6 0,66 0,70 -6,15
29,9 0,66 0,69 -5,18
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Tabla 15-4 Comparacion con los datos experimentales de Schwarz et al. y los datos
obtenidos a través del modelo para pH 7.2 [Schwarz et al. 1977] y un BCL 200 y 400 ms

pH 7.2
Tiempo Datos Datos % Tiempo Datos Datos %
(ms) Reales estimados | desviacion (ms) Reales estimados | desviacion
BCL 200 ms BCL 400 ms

0 1 1 0 0 1 1 0
0,93 0,63 0,68 -7,86 0,62 0,85 0,91 -7,26
1,25 0,60 0,65 -8,95 1,25 0,77 0,80 -5,11
1,87 0,54 0,59 -8,77 2,18 0,72 0,75 -3,68
2,81 0,53 0,54 -2,63 2,5 0,71 0,73 -2,26
3,75 0,52 0,51 0,62 3,43 0,69 0,69 0,63
4,06 0,52 0,51 1,29 4,06 0,69 0,68 1,28
5 0,51 0,50 1,95 5 0,68 0,67 2,11
5,6 0,50 0,49 1,08 6,2 0,68 0,66 3,53
6,2 0,50 0,49 1,69 6,87 0,68 0,65 391
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Tabla 15-5 Comparacion con los datos experimentales de Schwarz et al. y los datos
obtenidos a través del modelo para pH 7.2 [Schwarz et al. 1977] y un BCL 800 ms

pH 7.2
Tiempo (ms) Datos Reales Datos estimados % desviacion
BCL 800 ms

0 1 1 0
1,81 0,87 0,89 -2,21
2,72 0,85 0,86 -1,64
3,18 0,84 0,84 -0,43
4,09 0,83 0,83 0,128
5,90 0,82 0,81 1,10
7,27 0,81 0,80 1,71
8,18 0,81 0,80 1,44
9,09 0,81 0,80 1,31
11,36 0,81 0,79 1,58

15.3 Validacion del modelo

Para verificar la bondad del modelo, se han comparado los efectos de la
lidocaina sobre diferentes caracteristicas del potencial de accion obtenidos a
través del modelo, con datos experimentales obtenidos para diferentes valores de
pH.

Este apartado ha sido divido en dos: uno para datos experimentales con pH
de 7.4 y otro donde se comprobara para diferentes valores de pH.
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15.3.1 Comparacion con datos experimentales en pH 7.4

Para comparar los resultados de las simulaciones con datos experimentales,
se han reproducido los protocolos de estimulacion utilizados experimentalmente
para obtener el efecto de diferentes concentraciones de lidocaina sobre: la
corriente de sodio (Iny), la derivada maxima del potencial de accidon (Vp,y )y la

duracion del potencial de accion (APD). Para la comparacion se han utilizado
los datos experimentales obtenidos por Ehring et al. [Ehring et al. 1987];
Nawada et al. [Nawada et al. 1994] y Mestre et al. [Mestre et al. 1999].

Enhring et al. evalud el efecto de la lidocaina sobre la Vi, en tejidos
papilares de cobaya. Ademas, estudio el efecto dependiente de la frecuencia de
la lidocaina para diferentes ciclos de estimulacion (BCL); utilizando una
concentracion de 22 umol/L de lidocaina. En las simulaciones realizadas se
reprodujeron dichas caracteristicas y se obtuvo que los datos son semejantes a
los obtenidos experimentalmente por Enhring. En la Figura 15.16 se puede

observar la comparacién de los datos experimentales (representado por puntos) y
los datos de las simulaciones (triangulos).

1,0 &

0,5 -

05 -

(Mormalizada)

04 1

I\IVIrI'I'E x

02 4

0,0 . . : 1 1 i
7.0 5 6,0 55 50 45 40

Concentracidn lidocaina (- log)

Figura 15.16 Comparacion del efecto de 22 pmol/L de lidocaina sobre \/max , datos

experimentales de Enhring [Enhring et al. 1987] y datos de simulaciones, en funcién del
BCL. (®) Datos experimentales, (A ) datos simulaciones.
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Los datos de la Figura 15.16 fueron normalizados a las caracteristicas de un
potencial de accion obtenido después de estimular la célula durante 20 s con un
BCL de 1000 ms y sin farmaco. En la Tabla 15-6 se puede apreciar el factor de
bloqueo producido por la lidocaina tanto en los datos experimentales como en
los de las simulaciones. Se muestra que el porcentaje de error maximo en los
diferentes BCLs estudiados, no es superior al 13 %.

Tabla 15-6 Comparacién de la reduccion de \/max

Reduccion de Vi,

BCL (ms) Exper Simulacién % de error
300 0,66 0,76 -13,0
500 0,83 0,78 6,0
1000 0,91 0,84 7,7

Por otra parte, Nawada et al. [Nawada et al. 1994] analiz6 la dependencia de
la V. con la concentracion de lidocaina. En su estudio utiliz6 musculo
papilar de cobaya y estimul6 el tejido con un impulso rectangular de voltaje de 2
ms de duracién, con una intensidad de dos veces el umbral y con un BCL de
1000 ms. La toma de los registros se realizd cuando el tejido ya habia sido
estimulado con anterioridad y se encontraba en el estado estacionario de
bloqueo.
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Figura 15.17 Comparacion de datos experimentales de Nawada [Nawada et al. 1994]
con simulaciones. Se evalué el efecto de Vmax en funcion de concentracién de lidocaina

en un BCL de 1000ms. (e) Datos experimentales, (A) datos simulaciones.

Como se puede apreciar en la Figura 15.17 y en la Tabla 15-7 los datos
arrojados por las simulaciones (lineas continuas) son similares a los encontrados
por Nawada experimentalmente (puntos). El porcentaje de error en este caso no
supera el 6.4 %.

Tabla 15-7 Comparacion de los resultados experimentales de Nawada y los obtenidos
mediante simulacién

Reduccion de V..

Concentracion Exper Simulacién %
(umol/L) error

1 0,99 0,99 -0,2

3.1 0,99 0,97 1,9

31 0,86 0,81 6,4

100 0,64 0,66 -3,8
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15.3.2 Comparacién con datos experimentales con diferentes pH

Posteriormente se comprobo si el modelo propuesto por esta tesis es capaz de
reproducir los datos experimentales encontrados cuando se evalia el efecto de
la lidocaina en diferentes valores pH. Es importante destacar que se han
encontrado muy pocos datos experimentales.

Broughton et al. [Broughton et al. 1984] en su articulo presenta el efecto de
15 pmol/L de lidocaina en diferentes pH: 6.95 y 7.4. Ademas estudia la
variacién que este fArmaco ocasiona tanto en la V,, como en la duracion del
potencial de accion (APD). Para su estudio utiliz6 musculo papilar de cobaya y
estimuld el tejido con un impulso de 2 ms de duracion, cuya amplitud era 2
veces el umbral de estimulacién y con un BCL de 1000 ms. Al igual que en los
casos anteriores, las medidas fueron tomadas cuando la accion del farmaco ya
habia llegado a su estado estacionario. En la Figura 15.18 se puede observar el

efecto de la lidocaina sobre la V,,,, y el APD en los pH estudiados, obtenidos
tanto experimentalmente como los arrojados por el modelo propuesto.
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Figura 15.18 Comparacién entre los datos experimentales de Broughton et al.
[Broughton et al. 1984] en donde se observa el efecto de 15 pmol/L de lidocaina sobre

Vmax (e) y el APD (m) y las simulaciones realizadas tanto para la Vmax (A) como
para el APD (V).
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En la Tabla 15-8 se puede apreciar los wvalores encontrados
experimentalmente por Broughton et al. y los resultados de las simulaciones
tanto para el pardmetro de la V,,, como para el APD en diferentes pH.
También se puede apreciar como el porcentaje de error de las simulaciones no
supera el 4 %.

Tabla 15-8 Comparacion de los datos experimentales de Broughton [Broughton et al.
1984] y las simulaciones del modelo propuesto

Y, APD

max

pH Exper  Simulacién % error Exper Simulacion % error

6.95 0,92 0,90 2,2 1,05 1,01 3.8

7.4 0,87 0,88 -1,1 1,07 1,03 3,7
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CAPITULO V. RESULTADOS

En este capitulo se analiza el efecto de la lidocaina (cuyo modelo matematico
se ha desarrollado en el capitulo anterior) sobre las corrientes y las
caracteristicas del potencial de acciéon. Como ya se ha comentado, este fairmaco
varia su efecto de bloqueo de acuerdo a pardmetros como la concentracioén del
farmaco, frecuencia de estimulacion y el pH. En este capitulo se evaluara el
efecto de bloqueo del farmaco frente a variaciones de estos parametros.

Por otra parte, también se estudia el efecto del farmaco en condiciones
patologicas. En las ultimas décadas ha surgido una gran controversia sobre la
accion antiarritmica del farmaco debido a que no se ha reconocido
explicitamente el efecto beneficioso de este farmaco en ciertas circunstancias
patolégicas. En muchos estudios se demostré un efecto antiarritmico, pero en
otras circunstancias presentd una accion proarritmica. Datos experimentales de
diferentes autores han sugerido que en condiciones de acidosis la lidocaina
incrementa su bloqueo, por lo que en este capitulo se presenta el estudio de la
lidocaina en condiciones de isquemia aguda. Para valorar el efecto beneficioso o
perjudicial de este farmaco se utilizarda el concepto de ventana vulnerable,
definido como el intervalo de tiempo durante el cual un estimulo prematuro es
capaz de generar una reentrada, la cual puede a su vez, desencadenar una
taquicardia ventricular, posteriormente una fibrilacién ventricular y finalmente
la muerte.

Asimismo, también se estudia el efecto combinado de la lidocaina con otros
farmacos bloqueadores del canal de potasio, ya que en los ultimos afios se ha
demostrado experimentalmente que la unién de dos farmacos antiarritmicos de
diferente clase puede potenciar el efecto antiarritmico de estos farmacos y
disminuir su efecto pro-arritmico.
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16 Efecto de la Lidocaina sobre las Caracteristicas del
Potencial de Accidén

En primera instancia se mostrara la accion de la lidocaina sobre cada una de
las caracteristicas del potencial de accion. Para ello se estudiara el efecto de
diferentes concentraciones de lidocaina y diferentes frecuencias de estimulacion
sobre la corriente de sodio (Ina), la derivada maxima del potencial de accion
(Vimax )» la duracion del potencial de accion (APDy), la velocidad de conduccion

(CV), el periodo refractario efectivo (ERP) y la curva de restitucion eléctrica
(ERC). Ademas, se analizara la accion del farmaco cuando existen variaciones
en el pH. Para ello, se utiliza un modelo unidimensional de 370 células en
condiciones normales. Para la obtencion de los diferentes parametros se ha
estimulado la célula # 0 con un tren de 10 impulsos hasta obtener el estado
estacionario y se ha registrado el comportamiento de la célula # 99 como se
muestra en la Figura 16.1.

Tejido Unidimensional
] ] ]
#0 # 99 # 369
- }
Estimulo e Lo b

JLIL

Figura 16.1 Tejido unidimensional simulado.

16.1 Efecto sobre Ia corriente de sodio y Ia derivada maixima del
potencial de accion

Como se ha mencionado en capitulos anteriores la lidocaina bloquea el canal
de sodio; por tal motivo es interesante observar y analizar los valores que toma
la corriente de sodio cuando el tejido se ve afectado por el farmaco.

En la Figura 16.2, se muestra la corriente Iy, para diferentes concentraciones
paraun BCL de 500 ms. El valor méximo de la corriente Iy, alcanzé un valor de
-344 pA/pF en condiciones de control, es decir sin farmaco. Al introducir
concentraciones de lidocaina de 20, 50 y 100 pmol/L, respectivamente, su valor
se vio reducido a -276, -225 y -181 uA/uF, respectivamente. De tal forma que la
Ina fue decrementada un 20 %, 34 % y 47 %. Otra caracteristica que se observa
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en la Figura 16.2 es el retardo que sufre la Iy, cuando se encuentra bajo la
influencia de la lidocaina.

Como se mencioné en el capitulo 1, la lidocaina ejerce mayor efecto cuando
se ve sometida a ciclos de estimulacion (BCL) bajos (frecuencias de
estimulacion altas). En la Figura 16.3 se puede apreciar el efecto de los
diferentes BCLs sobre la Iy, para una concentracion de 50 pmol/L de lidocaina.
Asi, para un BCL de 1000 ms, la Iy, fue reducida un 24 % Si se decrementa el
BCL a 200 ms, la depresion sobre Iy, se incrementa a un 40 %.

Por otro lado, para una concentracion de 100 pumol/L de lidocaina, la Iy, es
reducida un 57, 47 y 33 % para los BCL de 200, 500 y 1000 ms,
respectivamente. En la Figura 16.4 se puede apreciar el efecto tanto del BCL
como de la concentraciébn de farmaco. Asi, a media que se incrementa la
concentracion y se disminuye el BCL, la accion de la lidocaina sobre Iy, es
mayor.

INg (LALF)

Tiempo (ms)

Figura 16.2 Evoluciéon temporal de Iy, cuando ha sido sometida a diferentes
concentraciones de lidocaina para un BCL de 500 ms.
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Figura 16.3 Efecto de 50 pmol/L de lidocaina sobre Iy, para diferentes BCLs.
Normalizada a su valor sin farmaco. BCL 200 ms (); 500 ms (m); 1000 ms (A).
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Figura 16.4 Efecto de la concentracion de la lidocaina sobre Iy,. BCL 200 ms (e);
500 ms (m); 1000 ms (A). Estas medidas fueron tomadas después de obtener el estado
estacionario de bloqueo.
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La lidocaina cambia su efecto de bloqueo sobre el canal de sodio
dependiendo del pH en que se encuentre. Si se produce una reduccion del pH, se
incrementa la cantidad de moléculas cargadas de farmaco y se incrementa el
bloqueo ejercido por el fairmaco, aunque se retarda el tiempo de bloqueo y de
recuperacion. En la Figura 16.5 se observa como la lidocaina incrementd su
efecto reductor sobre la Iy, a medida que se decrementaba el pH. Para un pH de
6.4 la reduccion de la Iy, fue de 49 % mientras que para un pH de 7.4 la
reduccion fue de tan solo 34 %. En las Figura 16.6 y 16.7 se muestra el efecto de
reduccion dependiente de la concentracion para los valores de pH de 6.9 y 6.4
para los diferentes BCLs estudiados. Para un BCL de 1000 ms, la variacion de 1
unidad del pH (pH = 7.4 a pH = 6.4) provoca una reduccion del 31 % y 36 %
para concentraciones de lidocaina de 50 y 100 pmol/L de lidocaina
respectivamente. Sin embargo, para un BCL de 200 ms la variacion de 1 unidad
del pH provoca una reduccion del 58 % y 77 % para las mismas
concentraciones. Estas simulaciones sugieren que a medida que se reduce el
BCL y el pH, el bloqueo ejercido por la lidocaina se incrementa.

L[

INg AfLF)

5]
I
=]

—* Control

5 &
i

400 i
S 1072 1073 1074 1075 1076 1077
Tiempo w1’

Figura 16.5 Reduccion de la Iy, para una concentracion de 50 pmol/L de lidocaina
para un BCL de 500 ms y para diferentes valores de pH.
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Figura 16.6 Dependencia de la concentracion de la lidocaina sobre Iy, para un valor
de pH de 6.9 . BCL 200 ms (e); 500 ms (m); 1000 ms (A). Estas medidas fueron tomadas
después de obtener el estado estacionario de bloqueo.
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Figura 16.7 Dependencia de la concentracion de la lidocaina sobre Iy, para un valor
de pH de 6.4 . BCL 200 ms (e); 500 ms (m); 1000 ms (A). Estas medidas fueron tomadas
después de obtener el estado estacionario de bloqueo.

Otro parametro que arroja datos relevantes sobre la accion de la lidocaina es
la derivada maxima del potencial de accion (Vy,,y ). En la Figura 16.8 se puede
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apreciar, al igual que como ocurria con la Iy,, que la Vy,, se ve reducida al
decrementar el BCL. Asi, para una concentracion de 50 umol/L de lidocaina, la

Vmax S€ redujo un 44 %, 36 % y un 25 % para BCL de 200, 500 y 1000 ms.

BCL
1000 ms
) 500 ms
B
g " 200 ms
(=]
=
= 04
I}E
0,2 4
00 . .

2 4 & g

Mdmero de Pulsos

Figura 16.8 Dependencia de la frecuencia de \/max para una concentracion de 50
pmol/L de lidocaina. BCL 200 ms (e); 500 ms (m); 1000 ms (A).

También se estudio6 el efecto que tiene la variacion del pH sobre la Vi, ,
como se observa en la Figura 16.9 y en la Figura 16.10, la V,,,, se ve reducida
de manera diferente para los diferentes valores de pH estudiados. En la Tabla
16-1 se muestra los valores de la reduccion de V,,, y la constante de tiempo (1)
para cada uno de los pH estudiados. Ademas, en la Figura 16.10 se observa
como el estado estacionario es mucho mas critico para el pH 6.4, mientras que
para el pH 7.4 ocurre de manera mas inmediata. Asimismo, en la Figura 16.11 se
muestra el efecto de reduccion de 50 y 100 pumol/L de lidocaina para diferentes
valores de pHy BCLs; al igual que con la Iy, cuando se reduce el BCL y el pH,
el bloqueo ejercido sobre la V,,,, por la lidocaina se incrementa.

En conclusion, al disminuir el valor de pH y el BCL, la accion de la lidocaina
se incrementa, al mismo tiempo se incrementa el tiempo en el que el farmaco
alcanza su estado estacionario.
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Tabla 16-1 Valores de reduccion de la y de la constante de tiempo (t) para un BCL
500 ms y una concentraciéon de 50 pmol/L

pH vmax (%) ‘r(ms)
7.4 36 46
6.9 49 130
6.4 71 304
: ] —» Control
B ‘ _ a.pHT.4

Urmnax (mvfms)

/ / I,fIIIIJ || _pH 6.4

1065 1066 1067

1068 1069 107 10M 1072

Tiempo 1w

Figura 16.9 Reduccion de la \/max para una concentracion de 50 pmol/L de
lidocaina en un BCL de 500 ms y para diferentes valores de pH.
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Figura 16.10 Reduccion de Vmax para una concentracion de S0 pmol/L de lidocaina
en un BCL de 500 ms. Normalizada a su valor de control. pH 7.4 (e); pH 6.9 (m); pH 6.4
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Figura 16.11 Efecto de 50 (lineas continuas) y 100 pmol/L (lineas discontinuas) de
lidocaina sobre la vmax para diferentes BCLs y pH. pH 7.4 (o); pH 6.9 (m) y pH 6.4 (A).
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16.2 Efecto sobre Ia duracion del potencial de accion

En este apartado se analiza el efecto de la accion de la lidocaina sobre la
duracion del potencial de accion (APD). En las simulaciones realizadas para
caracterizar este parametro, se ha encontrado que el APD se ve reducido un 0.87
%, 2.6 % y un 3.4 % para las concentraciones de 20, 50 y 100 umol/L,
respectivamente para un BCL de 200 ms. No obstante, para los otros BCLs
estudiados el cambio fue poco significativo ya que el APD se vio incrementado
tan solo un 0.6 % para el BCL 500 ms y una concentracion de 20 pmol/L de
lidocaina, mientras que para el BCL de 1000 ms este cambio solo se pudo
percibir en la concentracion de firmaco mas alta utilizada, como se puede
apreciar en la Figura 16.12.

Por otra parte, el efecto que tiene la variacion del pH en la accion de la
lidocaina sobre el APD es poco significativo como se puede apreciar en la
Figura 16.13. Asi, para un pH de 6.4 el APD fue 115 ms mientras que para un
pH de 7.4 el APD fue de 112 ms, es decir que cuando disminuimos el pH en una
unidad, el APD se incremento6 un 2.7 %.

Estos resultados confirman que la lidocaina no tiene un efecto significativo
sobre el APD, debido a que no se obtuvieron reducciones importantes en este
pardmetro para los diferentes BCLs y pH estudiados.

BCL
170 -
—a 1000 ms
160
150 ———"% " ) 500 ms
w140
=)
(]
% 130 4
120
.
110 4 200 ms
100 T T T . !
0 20 40 &0 &0 100

Concentracion de lidocaina (pmold)

Figura 16.12 Efecto de diferentes concentraciones de lidocaina sobre el APD, en
diferentes BCL. BCL 200 ms (®); 500 ms (m); 1000 ms (A).
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Figura 16.13 Efecto de 50 pmol/L de lidocaina sobre el APD para diferentes valores
de pH. BCL 200 ms (®); 500 ms (m); 1000 ms (A ).

16.3 Efecto sobre el periodo refractario efectivo

Al igual que como ocurre experimentalmente, el ERP se ve incrementado
ligeramente en presencia de lidocaina. En la Figura 16.14, se puede apreciar el
efecto que tienen las diferentes concentraciones de farmaco, para las variaciones
de BCLs estudiados. También se observa como el ERP tiene mayor incremento
para el BCL de 200 ms y para la concentracién mas alta. Asi para un BCL de
200 ms el ERP aumento de 121 ms (sin farmaco) a 122, 123 y 128 ms para
concentraciones de 20, 50 y 100 umol/L de lidocaina respectivamente, mientras
que para un BCL de 1000 ms el ERP solo se incremento de 171 ms en
condiciones sin farmaco a 172, 173 y 175 ms en las mismas concentraciones
mencionadas anteriormente.

137



Capitulo V Resultados

180 ~

&
170 ¥
o
160 4 g
w150 4
E
o
v
i 140 4
180 -4
? ® control
120 4 @ 20 microM
v 90 microi
s 100 microhd
10 ! | T T T
200 4nn GO0 800 1000
BCL {ms)

Figura 16.14 Efecto de diferentes concentraciones de lidocaina sobre el ERP par los
diferentes BCLs estudiados. Control (e); 20 (); 50 (V) y 100 (A) pmol/L de lidocaina.

Al igual que en los pardmetros anteriores, se ha estudiado el efecto del ERP
en diferentes pH y, como se muestra en la Figura 16.15, a medida que se
disminuye el pH el incremento del ERP se ve aumentado por la lidocaina.
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Figura 16.15 ERP en funcion del pH. Para un BCL de 200 ms y en concentraciones
de 50 y 100 pmol/L de lidocaina. 50 (¢) y 100 (m) pmol/L de lidocaina.
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Al igual que con la Iy, y la Vi, , €n estas simulaciones se encontré que la

accion de la lidocaina es mayor cuando el BCL y el pH es menor. No obstante,
es necesaria una concentracion muy alta para observar una variacion
significativa en el ERP.

16.4 Efecto sobre la velocidad de conduccion

Uno de los parametros sobre el que la lidocaina tiene mayor efecto es la
velocidad de conduccion (CV). Experimentalmente se ha observado como al
bloquear el canal de sodio se inhibe el mecanismo por el cual las sefales
eléctricas son transmitidas tanto en nervios como en musculos. En la Figura
16.16 se puede apreciar la disminucion que sufre la CV en diferentes
concentraciones de lidocaina, al estimular el tejido con un BCL de 500 ms. La
CV fue reducida un 2 %, 6 % y un 11 % para las concentraciones de 20, 50 y
100 pmol/L de lidocaina, respectivamente.

Otro factor que también introduce modificaciones al efecto de inhibicion de
la lidocaina es la frecuencia de estimulacion del tejido. En la Figura 16.17 se
puede apreciar el efecto que tienen los diferentes BCLs sobre la reduccion
producida por la lidocaina en la CV. De tal forma que 50 pmol/L de lidocaina
ocasion6 una reduccion del 9 %, 6 % y 1 % para los BCL de 200, 500 y 1000

ms. Al igual que como se mostro con la Iy, y la V.., a medida que se
disminuye el BCL se incrementa el efecto depresivo de la lidocaina.
0,42
0,41 4
0,40

0,39 A

CV (m/s)

0,38 1

0,37 4

0,36 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Concentracion de lidocaina (pmol/L)

Figura 16.16 Efecto de la lidocaina sobre la CV al estimular el tejido con un tren de
impulsos de BCL de 500 ms. Medidas en estado estacionario y con pH normal (pH 7.4).
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Figura 16.17 Efecto de los diferente BCL sobre la reduccion de la CV ocasionada por
la lidocaina. BCL 200 ms (e); 500 ms (m); 1000 ms (A ). Medidas en estado estacionario
y con pH normal.

El efecto del pH sobre la reduccion de la CV provocada por la lidocaina
puede observarse en la Figura 16.18, en donde esta representada la CV en
funcion del pH. En estas simulaciones, al aplicar lidocaina la CV fue reducida
desde 0.41 m/s (sin farmaco) hasta 0.37 m/s, es decir un 11 % en la
concentracion mas alta utilizada para un pH 7.4. Si se diminuye el pH en una
unidad, la CV se redujo hasta 0.25 m/s (38 %), para la misma concentracion de
lidocaina; con lo que se puede concluir que a media que se decrementa el pH, la
lidocaina provoca una mayor reduccion de la CV.
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Figura 16.18 Valor de la CV en diferentes pH para diferentes concentraciones de
farmaco y en diferentes valores de pH para un BCL de 500 ms. pH 7.4 (); 6.9 (m) y 6.4
(V)

16.5 Efecto sobre Ia accion de un estimulo prematuro

Segun varios estudios tedricos y experimentales, existe una estrecha relacion
entre la cinética de restitucion eléctrica (ERC) y la arritmogénesis presentada
por un tejido, la cual es explicada a través de alternancias en la duracion del
potencial de acciéon (APD). Estas alternancias han sido mostradas como
pronosticadores de la fibrilacion ventricular (VF) o de la muerte subita cardiaca.
Estudios experimentales han mostrado como al conseguir un aplanamiento de la
pendiente de la curva de restitucion se reduce la propension para la VF.

En este apartado se estudia la acciéon de la lidocaina sobre la curva de
restitucion. Ademas, se caracteriza el efecto que tiene el farmaco sobre los

diferentes parametros que son modulados por la lidocaina (la Iy,, la V'max y la

CV ) cuando se aplica un estimulo prematuro.

En la Figura 16.19A se observa el efecto de la lidocaina sobre la curva de
restitucion para diferentes valores de pH, como se muestra en la Figura 16.19A,
100 umol/L de lidocaina no generd modificaciones significativas en la pendiente
de la curva ni en su forma. Sin embargo, al aplicar el estimulo prematuro en
diferentes intervalos de acoplamiento (CI- coupling interval), se encontré como
la lidocaina genera un bloqueo de la propagacion en Cls pequefios, Figura
16.19B. En condiciones sin farmaco, el estimulo prematuro mas cercano al
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ultimo estimulo basico que se propagé fue con un BCL de 181 ms, mientras que
en presencia de 100 umol/L de lidocaina para los dos valores de pH estudiados,
el estimulo prematuro que se propagé fue en un CI de 185 ms. En la Figura
16.20A y B se muestra el bloqueo en condiciones sin farmaco y la propagacion
con 100 pmol/L de lidocaina, respectivamente para un BCL de 181 ms. Por otra
parte, en la Figura 16.21 se puede observar la propagacion completa para un CI
de 185 ms tanto en condiciones de control como con fiarmaco, donde la
lidocaina genera un retardo en su propagacion por el tejido, como se indica a
través de las flechas en los PAs.

A)
220
—— Control
—— pH 7.4 -100 pmol/L
—— pH 6.4 - 100 pumol/L
200 - P "
180 -
m
E
a 160 -
o
<
140 -
120
100 T T T
180 200 220 240
Cl (ms)
100 T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500

Cl (ms)

Figura 16.19 Curva de restituciéon del APD para un tejido unidimensional, para
condiciones sin fairmaco (linea negra) y en presencia de 100 pmol/L de lidocaina en dos
diferentes valores de pH. pH 7.4 (linea azul); pH 6.4 (linea roja).
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Figura 16.20 A Propagacién del potencial de acciéon para un CI de 181 ms en
condiciones sin farmaco y B) Bloqueo del mismo CI en presencia de 100 pmol/L de
lidocaina.
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Figura 16.21 Propagaciéon del potencial de accion para un CI de 185 ms en
condiciones sin fairmaco (lineas continuas) y en presencia de 100 pmol/L de lidocaina
(lineas discontinuas).

La corriente Iy, es determinante sobre la propagacion en un tejido al igual
que sobre la restitucion de la CV. Por tal motivo, se estudio el efecto que ejerce
la lidocaina cuando se aplica un estimulo prematuro. En la Figura 16.22 se
observa como la lidocaina proporciona un aplanamiento de la curva de
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restitucion de la Iy, para CIs menores. Cabe destacar como el pH de 6.4 tiene
mayor efecto sobre la curva de restitucion de la Iyg,.

—&— Contral
—— pH 7.4 100 gmolil

—&— pH 6.4 1100 panalll
-100 - P 0

-200 4

g (A

-300

T T T T
1] 00 1000 1500 2000 2500
Cl {ms)

Figura 16.22 Curva de restitucion de la Iy,, para condiciones sin farmaco (®); con
100 pmol/L de lidocaina en pH 7.4 (m) y en pH 6.4 (A).

Por otra parte, la magnitud de la Iy, determina la \/max alcanzada durante un

potencial de accion. Asi, para valores bajos de ClI la Iy, y la V., se reducen. La

max
. 7 . : 2+ .
reduccion de la V,, provoca un incremento de la corriente de Ca™ a través de

los canales de tipo L que compensan la perdida de sodio y provoca que el APD
se mantenga practicamente constante para dichos valores de CI. El incremento

que se observa de la Ic, para valores menores de V., estd motivado por la

dependencia del voltaje de las compuertas del canal de Ca®" En la Figura 16.23
se compara el efecto del estimulo prematuro (CI = 185 ms) sobre el Vy, la

Vax » 18 Ina ¥ 1a Ic, bajo condiciones de control y con 100 pmol/ de lidocaina y

. ., . 2+ .
se aprecia la compensacion realizada por los canales Ca” de tipo L para que el
APD no se modifique significativamente.

144



Capitulo V Resultados

Cemiaets do Sodio micreAbniersF)
g
T

Cormiants de Caleio imicradmicroF)

7 7 3 % T 0 " H 3
Tiesrpa (me) e Tiampo fmt)

Figura 16.23 Comparacion del efecto que tiene un estimulo prematuro (CI = 185 ms)
sobre el A) el Vm; B) la Vmax ;3 C)la Iy, y D) la I, en condiciones de control (lineas

continuas) y en presencia de 100 pmol/L de lidocaina (lineas discontinuas).

En la Figura 16.24 se muestra el efecto que tiene la lidocaina sobre la
restitucion de la V., . Al igual que como ocurria con la Iy,, la pendiente de la

curva es disminuida en presencia de 100 umol/L de lidocaina y para el menor
pH estudiado éste decremento es ain mayor.
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Figura 16.24 Curva de restitucion de la Vmax , para condiciones sin farmaco (e);
con 100 pmol/L de lidocaina en pH 7.4 (m ) y en pH 6.4 (A).

Por ultimo se estudid, la accion de la lidocaina sobre la restitucion de la CV,
ya que se sabe experimentalmente que ésta esta determinada por la recuperacion
de la inactivacion de la Iy, la cual es significativamente modulada por el
farmaco. Como se observa en la Figura 16.25 la pendiente de la curva es mayor
en condiciones de control, mientras que al introducir lidocaina ésta se vuelve
mas plana tanto para pH 7.4 como para pH 6.4, siendo el pH menor el que mas
efecto tiene sobre la pendiente de la curva.
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Figura 16.25 Curva de restitucion de la CV, para condiciones sin farmaco (e); con
100 pmol/L de lidocaina en pH 7.4 (m )y en pH 6.4 (A).
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17 Efecto de la Lidocaina sobre las Caracteristicas del
Potencial de Accién en Condiciones de Isquemia
Aguda

Después de analizar cada una de las caracteristicas del potencial de accion
que pueden verse afectadas por la lidocaina, se estudio el efecto del farmaco
cuando éste se encuentra en condiciones patoldgicas y mas concretamente en
condiciones de isquemia. Para introducir la heterogeneidad que produce la
isquemia se tienen en cuenta las 3 principales caracteristicas: hipoxia,
hiperkalemia y acidosis. Asi, la hiperkalemia se reprodujo aumentando la
concentracién de potasio extracelular ([K'],), la hipoxia repercutié en la
activacion parcial de los canales sensibles a ATP y para ello se consideraron
variaciones en las concentraciones de ATP y ADP ([ATP]; y [ADP)]) y
finalmente, la acidosis se simuld reduciendo la corriente de sodio (In,) y la de
calcio (Icar)). En este estudio se consider6 el minuto sexto a partir de la oclusion
coronaria. En el apartado de métodos ha sido explicado en detalle los valores
considerados para todos estos parametros.

En cuanto al protocolo de estimulacion, se aplicod al tejido un tren de 10
impulsos con un BCL de 500 ms y se utilizaron concentraciones de lidocaina de
20, 50 y 100 pmol/L. Ademas, se considerd que ésta se introduce de manera que
solo afecte la zona normal (ZN) y de borde (ZB), debido a la interrupcion del
riego sanguineo que presenta la zona isquémica. En las simulaciones se asumio
que el gradiente de difusion de lidocaina es el mismo que el del potasio.

Para la realizacion de este estudio se ha utilizado un tejido unidimensional de
370 células. Para la obtencion de los diferentes parametros se estimuld la célula
# 0 y se registr6 el comportamiento de cada una de las zonas del tejido
isquémico (ZN — zona normal; ZB zona de borde y ZI — zona isquémica) como
se muestra en la Figura 17.1.
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Figura 17.1 Esquema del tejido unidimensional simulado en condiciones de
isquemia.

17.1 Efecto sobre Ia cortiente de sodio

Al igual que en condiciones normales, se ha estudiado el comportamiento
de la In, cuando ésta se ve sometida a un bloqueo producido por la lidocaina
bajo condiciones de isquemia. En las Figura 17.2 (control) y 17.3 (100
pmol/L de lidocaina) se puede apreciar el efecto de la lidocaina en las
diferentes zonas del tejido. Asi, la Iy, obtenida en la célula # 74 (zona
normal) se ve reducida un 30 % y un 42 % para las concentraciones de 50 y
100 pmol/L de lidocaina cuando el tejido es estimulado con un BCL de 500
ms. Mientras que en la zona de borde el bloqueo es disminuido a medida que
se acerca a la zona isquémica, asi en la célula 94 la reducciéon sobre la Iy,
para la concentracion mas alta probada es de 37 % y en la zona limitrofe a la
isquemia (célula 174) dicha reduccién es tan solo del 1 %, mientras que la
reduccion en la zona isquémica es nula. En la Figura 17.4 se ven reflejados
los valores que toma la Iy, en las diferentes zonas del tejido después de haber
aplicado un tren de 10 impulsos para las concentraciones de 20, 50 y 100
umol/L de lidocaina.
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Figura 17.2 Efecto de la lidocaina sobre la Iy, para las diferentes zonas del tejido
simulado durante el minuto 6 de la isquemia cuando el tejido se encuentra en
condiciones normales. Se muestra la Iy, en la célula 34 y 54 (zona normal - ZN); 74 y 124
(zona de borde - ZB) y la 174, 184 y 224 (zona isquémica - ZI).
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Figura 17.3 Efecto de la lidocaina sobre la Iy, para las diferentes zonas del tejido
simulado durante el minuto 6 de la isquemia cuando el tejido se encuentra en presencia
de 100 pmol/L de lidocaina. Se muestra la Iy, en la célula 34 y 54 (zona normal - ZN); 74
y 124 (zona de borde - ZB) y la 174, 184 y 224 (zona isquémica - ZI).
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Figura 17.4 Efecto de la lidocaina sobre la Iy, en funciéon de la zona del tejido
simulado. 20 pmolL (o), 50 pmol/L. (w) y 100 pmol/L (A). Valores normalizados
respecto a su valor sin lidocaina.

Por otra parte, también se estudid el efecto de la lidocaina en diferentes
minutos de isquemia aguda (minutos 5, 6 y 7). Como resultado no se observaron
diferencias significativas en el bloqueo de la lidocaina sobre la In,. Cabe notar
que la variacion del pH es muy leve en estos minutos, ya que en el minuto 5 de
isquemia el pH llega a obtener un valor de 7.15 en la zona isquémica y en el
minuto 7 éste tan solo se reduce a 6.97.

Posteriormente, se estudio el efecto de la lidocaina sobre el minuto 6 de
isquemia cuando el tejido era estimulado por diferentes BCLs. En la Figura 17.5
se puede apreciar el efecto tanto en condiciones de control como en presencia de
100 umol/L de lidocaina. Asi, en la célula 54 que se encuentra en la zona
normal, la lidocaina redujo la Iy, un 54 %, 51 % y un 41 %, para los BCL de
200, 300 y 500 ms, respectivamente. Si se observa el efecto de la variacion del
BCL en la zona de borde, esta también fue significativa a la hora de reducir el
BCL, consiguiendo una reduccion del 48 % y 41 % para las células 94 y 134;
para el BCL de 200 ms, mientras para un BCL de 500 ms la reduccion fue del 36
% y 29 % para las mismas células. Al igual que en los casos anteriores, a
medida que se acerca a la zona isquémica el efecto de decremento de la Iy, por
la lidocaina es menor. En cuanto a la zona isquémica la reduccion de la Iy,, fue
imperceptible cuando se varié el BCL.
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Figura 17.5 Efecto de la lidocaina en el minuto 6 de isquemia para diferentes BCLs.
BCL 200 ms (m); BCL 300 ms (e); BCL 500 ms (A). Lineas continuas condiciones de
control, lineas discontinuas condiciones en presencia de 100 pmol/L de lidocaina.

17.2 Efecto sobre Ia derivada mixima del potencial de accion

Utilizando el mismo protocolo del apartado anterior, se estudi6 el efecto
sobre la V., de las diferentes concentraciones de lidocaina. Al igual que con la

Ina, €l efecto de bloqueo ejercido por la lidocaina sobre la Vi, disminuye a

medida que se acercaba a la zona isquémica, como se muestra en las Figura 17.6
(condiciones de control) y 17.7 (condiciones de 100 pmol/L lidocaina). En la
Tabla 17-1 se puede observar la variacion del bloqueo producido por el farmaco
para las tres concentraciones estudiadas (20, 50 y 100 umol/L de lidocaina). Asi,
para una concentracion de lidocaina de 50 pmol/L se observo una reduccion del
35 %, 25 % y 7.8 % para las células 74, 114 y 154 (zona de borde)
respectivamente. Mientras que en la zona normal la reduccion fue del 36 %. En

la zona isquémica no se encontrd una variacion significativa de la Vi, .
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Figura 17.6 Efecto de la lidocaina sobre la Vmax para las diferentes zonas del tejido
simulado durante el minuto 6 de la isquemia en condiciones de control. Se muestra la
Vmax en la célula 34 (zona normal); 74 y 124 (zona de borde) y la 194 y 224 (zona

isquémica).
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Figura 17.7 Efecto de la lidocaina sobre la \/max en la zona de borde. Las lineas

continuas representa el valor de Vmax en presencia de 100 pmol/L de lidocaina. Se
muestra la célula 34 (zona normal); 74 y 124 (zona de borde) y la 194 y 224 (zona

isquémica).
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Tabla 17-1 Valores que toma la \/max en condiciones de isquemia aguda (minuto 6)

cuando se ve sometida a concentraciones de 20, 50 y 100 pmol/L de lidocaina, para un

BCL de 500 ms

Valores de V,,,, y su porcentaje de reduccién

Célula 20 % 50 % 100

pmol/L pmol/L pmol/L %

ZN 34 4113 20 326,0 36 255,4 50
54 410,9 20 328,0 36 256,5 50

74 416,3 19 333,1 35 263,1 49

94 429,5 16 354,3 31 284,8 44

7B 114 408,8 12 348,8 25 286,5 38
134 304,2 10 265,9 21 2222 34
154 176,4 32 239,8 7,8 229.,5 11,7

174 66,9 0,7 66,1 4 64,6 4,1

71 214 45,2 0,1 45,2 0,1 45,2 0,1

Al igual que con la Iy,, la variacion del minuto de isquemia tampoco produjo
un efecto significativo sobre la reduccion que ejerce la lidocaina sobre el valor

de la V,,,, en las diferentes células que forman el tejido.

Al estudiar el efecto de la variacion del BCL sobre el minuto 6 después de la
oclusion, se encontrd6 como ésta también es reducida cuando el BCL se
decrementé. En la Tabla 17-2 se aprecia los valores de reduccion sobre la Vi,

para las diferentes zonas del tejido y BCLs. En la zona normal y en el BCL de
200 ms se obtuvo el mayor valor de reduccion sobre la Vi, , el cual fue del 64

%. Al incrementar el BCL, este decremento fue del 60 % y 50 % para los BCL
de 300 ms y 500 ms respectivamente.
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Tabla 17-2 Valores de reduccién de la Vmax para diferentes BCLs y zonas del tejido

Valores de V), ,x y su porcentaje de reduccion

Célula BCL 200 ms BCL 300 ms BCL 500 ms

ZN 34 64 60 50

54 64 60 50

74 63 59 49

94 57 54 44
7B 114 51 48 38

134 48 43 34

154 47 36 11

174 11 10 4
71 214 0,24 0,15 0,13

17.3 Efecto sobre Ia velocidad de conduccion

En la Tabla 17-3 se muestran los valores de CV en algunas de las células del
tejido, las cuales se encuentran en las diferentes zonas (zona normal, de borde e
isquémico). Asi para la célula 54 que se encuentra en la zona normal, la CV fue
disminuida un 7, 16 y 23 % para las concentraciones de lidocaina de 20, 50 y
100 umol/L, respectivamente. Cuando la CV se mide en la zona de borde, se
puede apreciar como el efecto de la lidocaina se va reduciendo a medida que se
acerca a la zona isquémica como se muestra en la Figura 17.8. De tal forma, en
la célula 94 la reducciéon producida por 50 pmol/L de lidocaina fue de 10 % ; y
en un célula més cercana a la zona isquémica, como lo es la 154 esté decremento
fue del 4 %.
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Tabla 17-3 Efecto de la lidocaina sobre la CV en las diferentes zonas del tejido
isquémico

Velocidad de conduccion (m/s)

Control 20 pmol/L 50 umol/L 100 umol/L

Zona Normal

Célula 54 0,42 0,39 0,35 0,32

Zona de Borde

Célula 94 0,46 0,44 0,41 0,37

Célula 134 0,41 0,39 0,37 0,35

Zona Isquémica

Célula 194 0,19 0,19 0,19 0,19

Célula 224 0,19 0,19 0,19 0,19
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Figura 17.8 Efecto de la lidocaina en funcion de la zona del tejido simulado.
Condiciones sin farmaco (o), 20 pmol/L (A); 50 pmol/L (V) y 100 pmol/L (m).

También, se ha comparado el efecto de reduccion que sufre la CV en
diferentes minutos de isquemia, siendo este muy similar para los minutos 5, 6 y
7, como ocurre con la I, y 1a Vi, . Cabe notar que el efecto de disminucién de

la CV fue ligeramente mayor cuando se encontraba en un minuto avanzado
después de la oclusion coronaria (minuto 12), en donde el valor del pH llega a
ser reducido en una unidad.

Por ultimo, se estudio el efecto de la reduccion de la CV para diferentes
BCLs. En la Figura 17.9 se presenta la variacion de la CV tanto en condiciones
sin farmaco como en presencia de 100 umol/L de lidocaina para un BCL de
200ms (Figura 17.9). En un BCL de 200 ms, se obtuvo un decremento de la
CV del 33 % (célula 54) y 23 % (célula 124); al incrementar el BCL a 300 ms
la reduccion fue del 30 % (célula 54) y 20 % (c€lula 124) y del 24 % y 15 %
para el BCL de 500 ms.
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Asi, se concluye que a medida que se decrementa el BCL se incrementa la
reduccion de la CV en las diferentes zonas del tejido cuando se encuentra en
condiciones de isquemia aguda.
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Figura 17.9 Efecto de la lidocaina sobre la CV en funcién de la zona del tejido
simulado para un BCL de 200 ms. Condiciones sin firmaco (e) y en presencia de 100
pmol/L (m).

17.4 Ventana de bloqueo

En el capitulo de introduccion, se describieron algunos de los factores que
desencadenan una arritmia reentrante. El origen de este tipo de arritmia podria
residir en un bloqueo unidireccional (UDB) de la propagacion del PA, el cual es
ocasionado por las diferencias regionales en la recuperacion de la excitabilidad.
Al existir las variaciones en los periodos refractarios (ERP) en areas adyacentes,
podia bloquearse la conducciéon de un estimulo prematuro iniciandose en un
periodo de tiempo concreto, llamado ventana vulnerable. Como se ha
mencionado con anterioridad, la lidocaina actia sobre la CV y el ERP, con lo
cual variaria los limites de esta ventana. De esta forma, se plante6 en esta tesis el
estudio de la ventana de bloqueo (VB), definida como el intervalo de tiempo (CI
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— coupling interval) en el que se aplica un estimulo prematuro y éste puede
propagarse pero no a lo largo de toda la fibra. En la Figura 17.10 se muestra el
esquema que representa la VB.

[ [ |
4 J I

Ne Ventarna de Propagacion
propagacidn Bblogueo completa
/ \ UDB
NP BDB ﬂ
Posible reentrada

Figura 17.10 Esquema de la ventana bloqueo para tejidos unidimensionales.

Las simulaciones han sido realizadas en tejidos unidimensionales bajo
condiciones de isquemia aguda, teniendo en cuenta la heterogeneidad del tejido,
la zona normal, de borde e isquémica. Ademas se simuldé en condiciones sin
farmaco y en presencia de 100 pumol/L de lidocaina. Para la obtencion de la VB
se utilizaron 2 protocolos de estimulacion diferentes, en ambos se aplicd una
estimulacion basica (S1) para la obtencion del estado estacionario con un BCL
de 500 ms. En el primer protocolo se varid el CI del estimulo prematuro para
obtener los intervalos de tiempo de la VB; tanto la estimulacion basica como el
estimulo prematuro fueron aplicados en el mismo lugar (célula # 0) como lo
indica la Figura 17.11A. En el segundo protocolo, se cambio no so6lo el CI del
estimulo prematuro sino su lugar de aplicacion, €ste se realizo en la célula # 124,
como se muestra en la Figura 17.11B.
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Figura 17.11 Esquema de los protocolos de estimulacion utilizados para hallar la
ventana de bloqueo. A) Protocolo 1, S1-S2 aplicado en el mismo lugar; B) Protocolo 2,
S1 aplicado célula # 0 y S2 en la célula # 124.

Con el primer protocolo de estimulacion se encontraron 3 patrones de
activacion: uno donde la propagacion del estimulo no se presenté (NP) debido a
que el instante de estimulacion prematura era demasiado cercano al Ultimo
estimulo bésico. Otro patrén fue el UDB donde se presentd una propagacion del
estimulo pero éste fue bloqueado en alguna parte del tejido y por ultimo, se
observo una propagacion completa del estimulo a través de toda la fibra. De esta
forma, el limite inferior de la VB correspondié al CI donde el estimulo
prematuro generdé un PA, pero que fue bloqueado en algiin punto de la fibra,
causando un UDB y se consider6 al limite superior al CI donde comienza la
propagacion completa. En la Figura 17.12 se representan los patrones de
propagacion encontrados con este protocolo (no propagacion, UDB 'y
propagacién completa Figura 17.12A, B y C, respectivamente).
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Figura 17.12 Patrones de propagacion obtenidos cuando se aplicé un estimulo
prematuro S1-S2 en la célula # 0 en un tejido unidimensional bajo condiciones de
isquemia aguda. A) No propagaciéon; B) Bloqueo unidireccional; C) Propagacion
completa. Las flechas indican la direccion de la propagacion y las lineas paralelas el
lugar donde se produce el bloqueo.

Cuando se aplico el tren de estimulos basicos y el estimulo prematuro en el
mismo lugar, en condiciones de control se obtuvé una ventana de bloqueo de 8
ms donde el limite inferior fue encontrado en el CI de 183 ms y el limite
superior en el CI de 191 ms, y es a partir de este instante de tiempo donde se
produce una completa propagacion del estimulo prematuro a través de todo el
tejido. Bajo la presencia de 100 umol/L de lidocaina no se encontrd una ventana
de bloqueo, s6lo se observaron dos patrones de propagacion, uno donde el
estimulo prematuro es bloqueado por completo debido a que la célula # 0 se
encontraba aun en refractario y el otro donde la propagacion del estimulo es
completa.

En la Figura 17.13A se muestra la ventana de bloqueo obtenida para las
condiciones de control y bajo la presencia de lidocaina. Asimismo, en la Figura
17.13B se presenta el patron de propagacion para un Cl de 187 ms en donde se
observo una propagacion del estimulo prematuro bajo condiciones sin farmaco
aunque éste fue bloqueado en la célula # 174. Bajo la presencia de lidocaina en
este mismo CI se produjo un bloqueo completo de la propagaciéon. Por otra
parte, en la Figura 17.13C se presenta el patron de activacion encontrado para un
CI de 188 ms en donde bajo condiciones de control se presenta un UDB
mientras que bajo la presencia lidocaina se gener6 una propagacion completa del
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estimulo prematuro, pasando de un bloqueo total del estimulo a una propagaciéon
total a través de todo el tejido.

A
Ti83 ms Ti9f ms
NP PC Cantrol
Ti88 ms
NP PC 100 gmol/L
B Control 100 pmol/L de lidocaina
™
O v
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Figura 17.13 Ventana de bloqueo y patrones de propagacion obtenidos cuando se
aplicé la estimulaciéon basica y el estimulo prematuro en la misma célula para
condiciones normales y bajo la presencia de 100 pmol/L de lidocaina. A) Ventana de
bloqueo; B) propagacion del estimulo prematuro en condiciones de control y bloqueo de
dicho estimulo bajo la presencia de lidocaina; C) UDB en condiciones de control y
propagacion del estimulo prematuro bajo la presencia de lidocaina.

Por tltimo, se estudi6 la accion de la lidocaina cuando se aplico el estimulo
prematuro en una célula diferente de donde se estimuld con el S1. En la Figura
17.14 se presentan los patrones de propagacién encontrados cuando se utilizo
este protocolo. Con la aplicacion del estimulo prematuro en otra célula se pudo
observar un bloqueo bidireccional (BDB) (Figura 17.14A); un UDB con dos
diferentes patrones: uno donde se bloquea totalmente el estimulo en la direccién
anterograda (Figura 17.14B) y otro donde se propaga parcialmente en esta
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direccion (Figura 17.14C). Adicionalmente, también se observd la propagacion
completa en ambas direcciones (Figura 17.14D).
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Figura 17.14 Patrones de propagacion obtenidos cuando se aplicé el estimulo
prematuro S2 en la célula # 124 en un tejido unidimensional bajo condiciones de
isquemia aguda. A) Bloqueo bidireccional; B) Bloqueo unidireccional con bloqueo total
anterogrado; C) Bloqueo unidireccional con propagacion parcial anterograda y D)
Propagacion completa. Las flechas indican la direccion de la propagacion y las lineas
paralelas el lugar donde se produce el bloqueo.

Como se ha explicado previamente, en funcion del CI del estimulo
prematuro, la propagacion del PA a lo largo de la fibra puede iniciarse y
propagarse o bloquearse. En la Figura 17.15 se presentan los resultados
obtenidos para las condiciones estudiadas. Bajo condiciones de control, se
encontré como con un CI de 135 ms al aplicar el estimulo prematuro éste fue
bloqueado en ambas direcciones produciéndose un BDB. Al estimular un
milisegundo después se produjo una propagacion del estimulo pero sélo en la
direccion retrograda y es en el CI de 152 ms donde se empieza a propagarse en
la direccion anterograda aunque éste es bloqueado en la célula # 154. Ambos
patrones reflejan un UDB. Es a partir del CI de 194 ms donde se produce la
propagacion completa del estimulo prematuro en ambas direcciones

Bajo la presencia de lidocaina la VB se redujo como se presenta en la Figura
17.15. Siendo ambos limites los que han sido modulados por el farmaco. El
limite inferior se desplazo6 hacia valores mas lejanos del ultimo estimulo basico,
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debido al efecto que genera el farmaco sobre la CV y el ERP. Por otra parte, en
Cls donde se presentd la VB, siempre se inici6 la propagacion hacia ambos
lados del tejido: en la direccion retrograda la propagacion fue completa mientras
que hacia la direccion anterograda ésta fue bloqueada. Cabe destacar, como el
bloqueo de la propagacion anterograda llegé hasta la célula # 174, incluso hasta
el CI anterior a la propagaciéon completa. En condiciones de control la
propagacion en la direccion anterograda llegé hasta la célula 194 antes de llegar
a la propagacion completa del estimulo prematuro. En la Figura 17.16 se
presentan los CI anteriores a la propagacion completa tanto para condiciones de
control Figura 17.16A (CI = 193 ms) y bajo la presencia de 100 pmol/L de
lidocaina Figura 17.16B (CI = 179 ms)

T {36 ms T 194 ms
NP PC Control
T 147 ms T 156 ms
NP PC 100 pmol/L
Refractariedad UDB Propagacion

Posible reentrada

Figura 17.15 Ventana de bloqueo para condiciones de control y con 100 pmol/L de
lidocaina. La regién sombreada corresponde a la zona de bloqueo, es decir, la zona
donde el estimulo prematuro se propaga pero en alguna de las células es bloqueado.
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Figura 17.16 Patrén de propagacion un instante de tiempo antes de producirse la
propagacion completa. A) para condiciones de control; B) en presencia de 100 pmol/L
de lidocaina. Las flechas indican la direccion de propagacion y las lineas paralelas el
lugar donde se produce el bloqueo.

Se comparo el patron de propagacion observado en un mismo CI (CI = 162
ms), el cual se encuentra dentro de la VB para las condiciones de control y con
100 pmol/L de lidocaina. Como se observa en la Figura 17.17, en condiciones
de control el estimulo prematuro fue bloqueado en la direccion anterograda en la
célula 164 mientras que con 100 pmol/L de lidocaina el bloqueo fue en la
misma direccion pero en la célula # 154.
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Figura 17.17 Patron de propagacion para un CI = 162 ms al producirse un UDB em
la direccion anterogradaun. A) para condiciones de control; B) en presencia de 100
pmol/L. de lidocaina. Las flechas indican la direccion de propagacién y las lineas
paralelas el lugar donde se produce el bloqueo.

Como se menciond con anterioridad, si la VB es ancha existe mayor
probabilidad de que un estimulo prematuro sea bloqueado de forma
unidireccional. Los resultados obtenidos sugieren que bajo la presencia de
lidocaina la VB fue reducida y tanto los limites inferiores como superiores se
ven decrementados por el farmaco.

En resumen, los resultados encontrados sugieren que bajo condiciones de
isquemia aguda son el BCL y la concentracion de la lidocaina los mayores

responsables de la modulacion del efecto de la lidocaina sobre la Ing, la Vi,y , la

CV y el ERP. Asimismo, uno los efectos mas contundentes de este farmaco es la
accion reductora sobre la CV, la cual es diferente en las diversas zonas del
tejido. Esta disminucién generada por el farmaco es mayor en la zona normal
que en las zonas de borde e isquémica. A su vez, la diferencia en la propagacion
del PA en las diferentes zonas genera una dispersion espacial en las velocidades
de conduccion. Bajo la presencia de lidocaina se encontrd una reduccién en la
dispersion generada entre la zona isquémica y la zona normal incluyendo la zona
de borde.

Por otra parte, nuestros resultados sugieren, que la lidocaina reduce la
aparicion de bloqueos unidireccionales, lo que indica una caracteristica
antiarritmica del mismo.
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18 Efecto de la Lidocaina sobre Arritmias Reentrantes

En los apartados anteriores se caracterizé el factor de bloqueo que sufre la
Ina» 1@ Vipay » €1 APD, el ERP y la CV tanto para condiciones normales como

para tejidos isquémicos, bajo la presencia de diferentes concentraciones de
lidocaina. En este capitulo, se estudia el posible efecto antiarritmico o pro-
arritmico de la lidocaina en situaciones de reentrada. Para ello, se ha utilizado el
concepto de vulnerabilidad a reentradas y las modificaciones que estas pueden
tener cuando se presentan diferentes concentraciones de lidocaina en un tejido
bidimensional de 550 x 550 células. En la Figura 18.1 se muestra el tejido
utilizado.

Al igual que en el capitulo anterior, las condiciones de isquemia aguda
fueron introducidas modificando la concentracion extracelular de potasio
([K™]o), las concentraciones de ADP y ATP y el factor de bloqueo de la Iy, y la
Ic,, simulando las caracteristicas tipicas de la isquemia aguda: hiperkalemia,
hipoxia y acidosis. En el apartado de métodos se ha explicado en detalle todas
las modificaciones consideradas en esta tesis.

La estimulacién se aplicd en la parte superior del tejido, se utilizé un tren de
10 impulsos con un BCL de 500 ms para obtener el estado estacionario de
bloqueo del farmaco. Se aplicaron concentraciones de 20, 50 y 100 umol/L de
lidocaina. Se considerd que el firmaco se encuentra en el tejido con el mismo
gradiente de difusion que presenta el [K'], en la zona isquémica.

Estimulacion | LI LI
Ll

o 549

Figura 18.1 Esquema del tejido bidimensional simulado en condiciones de isquemia.
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18.1 Ventana vulnerable

En el capitulo de introduccion, se describieron algunos de los factores que
pueden desencadenar una arritmia reentrante. El origen de este tipo de arritmias
reside en un bloqueo unidireccional (UDB) de la propagacion del PA, debido a
la dispersion en la recuperacion de la excitabilidad. Al existir diferencias en los
periodos refractarios en areas adyacentes, se puede bloquear la conduccion de un
estimulo prematuro iniciado en un periodo concreto. Este bloqueo se produciria
en la region de mayor periodo refractario convirtiéndose en un lugar de UDB,
puesto que la conduccion en la otra direccion permitiria la propagacion del PA,
posibilitando la reentrada del impulso.

En las simulaciones realizadas en tejidos bidimensionales, se vari6 el instante
de aplicacion del estimulo prematuro para obtener el intervalo de tiempo (CI —
coupling interval) correspondiente a las posibles ventanas vulnerables, para cada
una de las concentraciones contempladas.

Propagacion del protocolo S1-S2

Al estimular el tejido, la propagacion del PA ocurre de manera similar tanto
en presencia como en ausencia de lidocaina, aunque cabe destacar que la
lidocaina introduce un retardo en dicha propagacion. En la Figura 18.2 se
observa como el PA avanza verticalmente desde la parte superior del tejido
hacia la parte inferior con distintas velocidades en la zona normal, central y de
borde bajo condiciones de control (Figura 18.2A) y en presencia de 100 umol/L
de lidocaina (Figura 18.2B). Adicionalmente, se puede observar como la
velocidad de conduccion es diferente en los dos tejidos, ya que en condiciones
sin farmaco la CV es de 0,41 m/s mientras que al introducir 100 pmol/L de
lidocaina la CV es de 0,37 m/s. Cabe notar que en las simulaciones realizadas se
tiene un tejido anisotropico, con una velocidad de conduccién longitudinal tres
veces mayor que la velocidad de conduccion transversal.
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130 ms 5130 ms

Figura 18.2 Propagacion del PA durante un tren de estimulos basicos. El primer
fotograma representa el primer estimulo dado en el instante 130 ms y el segundo
fotograma es en el instante 5130 ms que corresponde al décimo estimulo. En el segundo
fotograma estian representados los puntos en los cuales se ha evaluado el PA (zona
normal, de borde e isquémica). A) Condiciones sin farmaco, B) con 100 pmol/L de
lidocaina. La escala de colores representa el valor de potencial que representa cada
color.

En la Figura 18.3 se puede apreciar la evolucion temporal de los potenciales
de accion en las diferentes zonas del tejido (zona normal (z), de borde (y) e
isquémica (x)) tras aplicar un tren de impulsos basicos. En la Figura 18.2 se
muestra los puntos en los cuales fue evaluado el PA y en la Figura 18.3 se
presenta como la lidocaina genera un retardo en la propagacion de los
potenciales de accion (lineas discontinuas) a medida que estos se van
desarrollando. Este efecto es agudizado en la zona isquémica debido a que el
frente de onda del estimulo ya ha sido retardado por la lidocaina cuando ha
cruzado por la zona normal y de borde.
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Figura 18.3 Evolucién temporal del PA tras un tren de estimulos para las diferentes
zonas del tejido. Las lineas continuas indican los PA en condiciones normales, y las
lineas discontinuas con 100 pmol/L de lidocaina.

Tras el tren de estimulos bésicos, se aplicé un estimulo prematuro, en el
mismo lugar, pero con diferentes Cls. Si el estimulo prematuro era demasiado
cercano al tltimo estimulo basico, no se generaba el PA, debido a que la célula
se encontraba todavia en su periodo refractario, pero si por el contrario, el
instante de estimulacion prematuro era muy tardio, la propagacién del PA a
través del tejido era completa o se producia un bloqueo bidireccional (BDB) o
una colision de los frentes de onda. Sin embargo, si el estimulo se aplicaba en un
intervalo de tiempo concreto (dentro de la ventana vulnerable), el PA se
propagaba en la zona proximal, bloqueandose en la zona isquémica, de manera
unidireccional (UDB) para reentrar de nuevo de forma retrograda por la zona
distal del tejido, generando asi una onda reentrante alrededor de la lesion
isquémica.

El BDB ocurre en aquellos tejidos afectados por isquemia severa. Este patron
de activacion conlleva un bloqueo del frente de onda al llegar a la zona proximal
del tejido isquémico (UDB), seguidamente el frente de onda se propaga
alrededor de la lesion isquémica de manera simétrica hasta la zona final del
tejido donde colisionan los dos frentes de onda. La intensidad generada por el
choque no es lo suficientemente alta para que penetre por la zona isquémica
ademas, las condiciones del tejido son mas propicias para bloquear de manera
contundente el frente de onda generado, produciéndose de esta manera el BDB.

La colision o propagacion total ocurre cuando el estimulo prematuro se
propaga por la zona normal y de borde y al llegar a la zona isquemia no se

170



Capitulo V Resultados

bloquea sino que se propaga por su interior, aunque con menor velocidad. En la
zona isquémica distal colisionan los frentes de onda que se han propagado por
alrededor de la zona isquémica y el que esta cruzando esta zona.

En las Figura 18.4, 18.6 y 18.7 se muestra el efecto de la lidocaina sobre el
patrén de reentrada para los minutos 5, 6 y 7 de isquemia aguda.

En la Figura 18.4 se puede apreciar el patron de reentrada durante el minuto
5 de isquemia, para un CI de 170 ms. En esta figura estan representados los
fotogramas tanto en condiciones normales como en las tres concentraciones de
farmaco utilizadas es esta tesis doctoral. Cada fotograma fue tomado con un
intervalo de tiempo de 100 ms.

En el primer instante de tiempo (t = 5250 ms) se muestra como el estimulo
prematuro se empieza a propagar a través del tejido. En el siguiente fotograma,
el estimulo es bloqueado por la zona isquémica, produciéndose un UDB que se
confluye en una propagacion alrededor de la lesion isquémica. Posteriormente,
el frente de onda se propaga retrogradamente por la zona isquémica generando
el circuito reentrante. Al observar el efecto de la lidocaina en las diferentes
concentraciones, se encontrd que el frente de onda es retardado a medida que se
incrementa la concentracion de farmaco. El instante de tiempo 5350 ms éste
efecto es mas marcado, ademas se puede observar como la lidocaina gener6 una
mayor dispersion de la propagacion en las diferentes zonas del tejido haciendo
mayor la diferencia entre los periodos refractarios. La lidocaina también generd
un retardo en la repolarizacion, siendo mayor cuando se incremento la
concentracion del farmaco. En el instante de tiempo t = 5450 ms en ausencia del
farmaco, se aprecia como en la zona normal la repolarizacion es casi completa
mientras que en presencia de 100 umol/L de lidocaina, la repolarizacion esta atin
en la parte medial del tejido. Este efecto es marcado en la Figura 18.4 a través de
las flechas.

En la Figura 18.5 se muestran los instantes de tiempo donde se presenta el
bloqueo unidireccional tanto en condiciones normales como en presencia de 100
pmol/L de lidocaina. En condiciones de control, cuando el estimulo prematuro
llega a la zona de borde y a la zona isquémica la diferencia de la propagacion
entre estas zonas del tejido no es muy abrupta, mientras que en presencia de la
lidocaina existe una notoria diferencia. Esta dispersion en la propagacion podria
potencializar el frente de onda reentrante. En ambas condiciones el bloqueo
producido por la zona isquémica es en la misma zona.
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Figura 18.4 Patron de reentrada para el minuto 5 de isquemia en A) condiciones
normales (sin firmaco) y en presencia de B) 20, C) 50 y D) 100 pmol/L de lidocaina con
un CI =170 ms. La escala de colores representa los diferentes valores de potencial que
sufre el tejido. Cada fotograma fue tomado cada 100 ms.

A) Control
80 mv
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Figura 18.5 Patron de bloqueo unidireccional para el minuto 5 de isquemia en A)
condiciones normales y B) en presencia de 100 pmol/L de lidocaina con un CI =170 ms.
La escala de colores representa los diferentes valores de potencial que sufre el tejido.
Cada fotograma fue tomado cada 1 ms.
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En las Figura 18.6 y 18.7 se muestra el patrén de reentrada para los minutos
6y 7 enlos Cl de 170 ms y 220 ms, respectivamente. Al igual que en el minuto
5, la reentrada es generada por el UDB del estimulo prematuro producido por la
zona isquémica. Posteriormente, la propagacion rodea la lesion isquémica y
colisiona en la parta inferior del tejido. Este choque tiene la suficiente intensidad
para generar una propagacion retrograda en la zona isquémica, formando asi la
reentrada. En los dos minutos, se encontré como en presencia de lidocaina, los
frentes de onda fueron retrasados a medida que se incrementaba la
concentracion del farmaco. El retardo en la repolarizaciéon producido por la
lidocaina también fue observado en estos minutos de isquemia, como es
indicado por las fechas en las Figura 18.6 y 18.7. Al igual que en el minuto 5 de
isquemia, la lidocaina generd una mayor diferencia en la propagacion de las
diferentes zonas del tejido.

A} Control

B) 20 micromiL

E 3
C) 50 micromiL

D) 100 micromiL

5250 5350

Figura 18.6 Patron de reentrada para el minuto 6 de isquemia en A) condiciones
normales (sin firmaco) y en presencia de B) 20, C) 50 y D) 100 pmol/L de lidocaina con
un CI =170 ms. La escala de colores representa los diferentes valores de potencial que
sufre el tejido. Cada fotograma fue tomado cada 100 ms.
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A) Control

20 mv

omv

LWERIY-

5300 5400 5500 5600 5700 5300

D) 100 micromiL

Figura 18.7 Patron de reentrada para el minuto 7 de isquemia en A) condiciones
normales (sin firmaco) y en presencia de B) 20, C) 50 y D) 100 pmol/L de lidocaina con
un CI =220 ms. La escala de colores representa los diferentes valores de potencial que
sufre el tejido. Cada fotograma fue tomado cada 100 ms.

Después de analizar el patron de reentrada de los minutos 5, 6 y 7, se obtuvo
la ventana vulnerable para todas las concentraciones de lidocaina estudiadas. En
la Tabla 18-1 se muestra los valores de los intervalos en los cuales el estimulo
prematuro fue capaz de inducir un circuito reentrante, ademas del valor de la
ventana vulnerable y su porcentaje de incremento. Si se observa la Tabla 18-1,
los limites inferiores de la ventana vulnerable fueron practicamente mantenidos
constantes y fue el limite superior el que era modificado por el fArmaco.

En la Figura 18.8 se representa la ventana vulnerable en funcion del minuto
de isquemia y la concentracidon de firmaco, y en la Figura 18.9 se muestra mas
explicitamente el incremento que sufre la VV cuando se encuentra bajo la
presencia de las diferentes concentraciones de lidocaina en los minutos 5,6 y 7
(Figura 18.9A, B y C, respectivamente). Los resultados obtenidos sugieren un
efecto pro-arritmico de este fArmaco durante la fase de isquemia aguda. Cabe
destacar que fue en el minuto 7 donde la lidocaina gener6 mayor efecto pro-
arritmico sobre la vulnerabilidad.
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Tabla 18-1 Ventanas Vulnerables (VV) para los minutos 5, 6 y 7 de isquemia en un

tejido de 550 x 550 células en diferentes concentraciones de lidocaina

Min Lidocaina Intervalos Ventana %
(nmol/L) VV (ms) Vulnerable Incremento
(ms)
5 0 [159 - 175] 16
20 [159 - 178] 19 18,75
50 [160 - 182] 22 37,5
100 [160 — 184] 24 50
6 0 [159 —194] 35
20 [159 - 196] 37 5,7
50 [160 — 199] 38 8,5
100 [160 —204] 44 25,7
7 0 [215-223] 8
20 [217 — 225] 8 0
50 [213 —227] 14 75
100 [195 -230] 35 337,5
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Verntana Vulnerable {ms) . 45,

[ Contral
I 20 microMiL

I 50 microML
Minutos de Isquemia I 100 microMiL

Figura 18.8 Ventana Vulnerable para los minutos 5, 6 y 7 de Isquemia en
condiciones de control (sin farmaco) y con 20, 50 y 100 pmol/L de lidocaina.

A) B)

Winuto 5 Minuto &
40 30

W (ms)

) L) i 20 0 Ll a0 60 a0 100

Concentracian de idocaina (uiL ) Concentracion lidocaina {uMiL)
c

) 50 4

Minuta 7

20 0 20 40 &0 80 100

Concentracion lidocaina (ML)

Figura 18.9 Efecto de la lidocaina sobre la ventana vulnerable para los minutos A) 5;
B) 6; C) 7.
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Como se ha explicado con anterioridad, los patrones de activacion para el
estimulo prematuro dependen estrechamente del grado de isquemia simulado,
sugiriendo que la probabilidad de reentrada depende fuertemente de que tanto ha
sido afectado el miocardio por la isquemia. Es conocido experimentalmente y
mediante simulaciones, que en condiciones severas de isquemia se produce un
BDB, con lo que se disminuye la ventana vulnerable y la probabilidad a generar
episodios fibrilatorios en minutos tardios de isquemia aguda.

En las simulaciones realizadas se observé como en el minuto 7 se encontrd
un BDB, que conlleva a un incremento en el limite inferior de la ventana
vulnerable y con ello una disminucion de la misma, ya que el aumento del limite
superior a medida que aumenta la isquemia es menor. En la Figura 18.10 se
muestra los limites para todos los patrones de activacion encontrados para todos
los minutos de isquemia aguda y concentraciones de lidocaina estudiados. Como
se observa en la Figura 18.10, en el minuto 7 cuando se incrementa la
concentracion de lidocaina se disminuyen los limites en los cuales se encontro el
BDB, generando un incremento en la VV, de esta forma se hace mas marcado el
efecto pro-arritmico de la lidocaina.

55

B Colision
_~ ® Reentrada
\‘é a5 mBDB
g . NP

100 o 20 50 100 0 20 50 100 pM/L lidocaina

|| |
Minuto 5 I Minuto 6 I Minuto 7 I

Figura 18.10 Patrones de activacién del tejido ante una estimulacién prematura en
funcién del minuto de isquemia y de la concentracion de lidocaina Los patrones
encontrados fueron: (i) NP No propagacion; (E) BDB Bloqueo bidireccional; &
Reentrada y ( | ) colision.

Debido al efecto pro-arritmico encontrado de la lidocaina, se analizd la
accion del farmaco en un CI donde en condiciones de control (sin farmaco) el

177



Capitulo V Resultados

estimulo prematuro no generara reentradas, pero que por el contrario al aplicar
lidocaina esta si se produjera. En la Figura 18.11 se muestra la propagacion del
estimulo prematuro del minuto 5 de isquemia, para un CI de 180 ms. En
condiciones de control (Figura 18.11 A) no se presentan reentradas mientras que
en presencia de 50 pmol/L de lidocaina (Figura 18.11 B) la reentrada se genera
gracias al estimulo prematuro y las condiciones electrofisiologicas del tejido.

En condiciones de control, se puede observar como el estimulo prematuro es
propagado a través de todo el tejido incluyendo la zona isquémica, aunque cabe
destacar que en la zona normal y de borde viaja con mayor velocidad que en la
zona isquémica, con lo cual al llegar a la zona distal del tejido los dos frentes de
onda chocan y se genera una colision, previniendo asi la aparicion de una
reentrada.

En la Figura 18.11B se observa como al introducir 50 umol/L de lidocaina se
genera un UDB en la zona isquémica. De esta forma, el frente de onda del
estimulo prematuro es bloqueado haciendo que la propagacion se suceda
alrededor de la zona isquémica hasta llegar a la zona distal del tejido en donde
los frentes de onda colisionan. Estos tienen la suficiente intensidad para generar
un frente de onda retrogrado el cual cruza la zona isquémica y forma el circuito

reentrante.
* n . )
! J— AEY
’ ¥
-80mv

=3 n
5250 5300 5350 5400 5450 5500 55450

A Control

B 50 microM

Figura 18.11 Evolucién temporal de un estimulo prematuro con un CI =180 ms en el
minuto 5 de isquemia aguda, A) condiciones de control y B) con 50 pmol/L de lidocaina.
La escala de colores representa los diferentes valores de potencial que sufre el tejido.
Cada fotograma fue tomado cada 50 ms.

En cuanto al minuto 6 de isquemia, al comparar el CI = 197 ms en
condiciones de control y con farmaco se encontraron resultados similares a los
del minuto 5 (Figura 18.12). Asi en condiciones de control el circuito reentrante
fue prevenido por la colision del frente de onda anterogrado proveniente de una
activacion retrograda del estimulo prematuro. Al introducir 50 umol/L de
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lidocaina el frente de onda retrogrado es bloqueado por la zona isquémica
apareciendo un UDB, el cual es el responsable de la reentrada.

A Control

B 50 microM

M50 S500

Figura 18.12 Evolucion temporal de un estimulo prematuro con un CI =197 ms en el
minuto 6 de isquemia aguda, A) condiciones de control y B) con 50 pmol/L de lidocaina.
La escala de colores representa los diferentes valores de potencial que sufre el tejido.
Cada fotograma fue tomado cada 50 ms.

Por otra parte, en el minuto 7 de isquemia al analizar el CI = 213 ms en
condiciones de control se encontrd que el mecanismo por el cual no se presenta
la reentrada fue por un BDB del frente de onda del estimulo prematuro. En la
Figura 18.13 A se aprecia como el frente de onda anterogrado fue bloqueado en
la zona proximal y distal de la zona isquémica. En presencia de lidocaina
(Figura 18.13 B), al llegar el frente de onda del estimulo prematuro éste es
bloqueado por la zona isquémica y al llegar a la zona distal la colisiéon producida
tiene la suficiente intensidad para generar un frente de onda retrogrado, ademas
la zona isquémica esta en estado refractario, con lo cual tiene las condiciones
propicias para conducir y generar el circuito reentrante.

A Control

B 50 microM

b ‘ i n - o
5542 5647

5552 5557

Figura 18.13 Evolucién temporal de un estimulo prematuro con un CI =213 ms en el
minuto 7 de isquemia aguda, A) condiciones de control y B) con 50 pmol/L de lidocaina.
La escala de colores representa los diferentes valores de potencial que sufre el tejido.
Cada fotograma fue tomado cada 50 ms.
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Como se ha mencionado con anterioridad, la lidocaina tiene mayor efecto
cuando el pH es disminuido. A medida que se incrementa el grado de isquemia,
se aumenta la acidosis sufrida por el tejido (disminucion del pH) ocasionando
que el efecto de la lidocaina sea mayor, es decir, a medida que se incrementa el
grado de isquemia el efecto que tiene la lidocaina es mayor. Los resultados
planteados sugieren que bajo condiciones de isquemia aguda la accion de la
lidocaina fue proarritmica, ya que en todos los minutos estudiados el fairmaco
incremento la VV, ademas de disminuir el BDB obtenido en el minuto de
isquemia aguda mas severo estudiado. Adicionalmente, se encontré como al
incrementar el minuto de isquemia la lidocaina tuvo mayor efecto.
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19 Efecto de la Lidocaina y el Bloqueo de I, sobre la
Ventana Vulnerable

Como se mencion6é en la introduccién de esta tesis doctoral, recientes
estudios experimentales intentan que farmacos antiarritmicos que poseen
caracteristicas proarritmicas pierdan éste efecto combinandolos con otros
farmacos, ya que al mezclar sus efectos se puede contrarrestar de manera
efectiva sus caracteristicas proarritmicas y potenciar sus caracteristicas
antiarritmicas, brindando una nueva alternativa a la hora de tratar patologias. En
esta tesis doctoral se ha considerado caracterizar a través de la ventana
vulnerable el efecto que tiene la combinacion de la lidocaina, la cual actiia sobre
el canal del sodio, con el bloqueo de la corriente diferida de potasio (Ik;), para
determinar de esta forma el efecto anti o pro-arritmico de la combinacion de
lidocaina y farmacos bloqueadores de la corriente I;.

19.1 Ventana vulnerable

Al igual que en apartado anterior, se obtuvo la ventana vulnerable para los
minutos 5, 6 y 7 de isquemia aguda considerando las modificaciones espaciales
que sufre el tejido debido a ésta patologia (hipoxia, hiperkalemia y acidosis). En
presencia de un bloqueo del 70 % de la Ik, para simular el efecto de un farmaco
bloqueador de la I;.

Para las simulaciones se han utilizado tejidos bidimensionales de 550 x 550
células (descritos en el capitulo de Métodos). Al igual que en el caso anterior se
aplicod un tren de estimulos basicos S1 y posteriormente se gener6 un estimulo
prematuro S2, en el mismo lugar pero con diferentes intervalos de tiempo (CI —
coupling interval), para determinar la ventana vulnerable. Las simulaciones
fueron realizadas en condiciones de control (sin firmaco pero con el bloqueo de
la corriente Ik;) y en presencia de 20, 50 y 100 pmol/L de lidocaina. En la Figura
19.1 se muestra el esquema del tejido y el protocolo utilizado para las
simulaciones

181



Capitulo V Resultados

Estimuacion  _| L] LI
1 1 1 1

0 549 Células

N\

Figura 19.1 Esquema de tejido bidimensional simulado en condiciones de isquemia.

Lidocaina (M) 20, 50 y 100 uM

En la Figura 19.2 se muestra la evolucion temporal del potencial de accion
en las diferentes zonas del tejido: zona normal (célula 50), de borde (célula 95) e
isquémica (célula 274) (Figura 19.2). Ademas se observa el efecto que genera
tanto el bloqueo del 70 % de la corriente Ix, como la accion de la lidocaina. En
la zona normal el sélo bloqueo de la corriente Ik, genera un alargamiento del
APD. Al introducir lidocaina se incrementa el efecto sobre la APD. En la zona
de borde se observa como el fairmaco empieza a tener mas efectos sobre la
repolarizacion del PA, ya que es cada vez mas lenta. Y es en la zona isquémica
donde se aprecia el retardo que sufre el PA bajo la presencia de lidocaina. Cabe
destacar que al bloquear solamente la corriente Ig, el APD se ve aumentado.
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Zona Normal
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Figura 19.2 Evolucién temporal del PA tras un tren de estimulos para las diferentes
zonas del tejido (zona normal, de borde e isquémica) cuando en el tejido se encuentra en
condiciones normales (linea continua negra) y cuando la corriente Iy, fue bloqueada un
70 % (linea continua azul). Y también bajo la presencia de 100 pmol/L de lidocaina en
condiciones sin bloqueo (linea discontinua roja) y con bloqueo de la Iy, (linea
discontinua magenta).

En las Figura 19.3 y 19.4 se muestra el patron de reentrada para los minutos
6y 7 de isquemia, en condiciones sin farmaco y con concentraciones de 20, 50 y
100 umol/L de lidocaina.

En la Figura 19.3, se presenta el patréon de reentrada en el minuto 6 de
isquemia, cuando se aplicé un estimulo prematuro en el CI de 195 ms. El
circuito reentrante ha sido generado por una activacion anterograda del estimulo
prematuro, el cual se propag6 a través de la zona normal y de borde desde la
zona proximal hasta la distal, rodeando la lesion isquémica. En el instante de
tiempo t = 5500 ms se observo como la zona central se despolariza y por tanto se
excita generandose la reentrada. En las diferentes concentraciones estudiadas se
encontrdé como el frente de onda del estimulo prematuro se propaga con mayor
lentitud, siendo éste efecto incrementado a medida que se aumentaba la
concentracion del farmaco como es indicado con los circulos en el instante de
tiempo t = 5400 ms. Cabe destacar que tanto la lidocaina como el bloqueo de Ik,
producen una repolarizacion mucho mas lenta como se muestra en el fotograma
del instante de tiempo de 5500 ms (indicado a través de flechas).
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A} Control
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Figura 19.3 Patréon de reentrada para el minuto 6 de isquemia en condiciones
normales (sin fairmaco) y en presencia de 20, 50 y 100 pmol/L de lidocaina con un CI =
195 ms con un bloqueo del 70 % de Ik,. La escala de colores representa los diferentes
valores de potencial que sufre el tejido. Cada fotograma fue tomado cada 100 ms.

En la Figura 19.4 se observa el patron de reentrada para el minuto 7 de
isquemia en el CI de 225 ms. Al igual que en los casos anteriores, el estimulo
prematuro fue bloqueado por la lesion isquémica, produciéndose un UDB, Ia
propagacion generada rodea dicha zona y al llegar a la zona distal del tejido
encuentra las condiciones propicias para propagarse y de este modo generar el
circuito reentrante. Bajo la presencia de lidocaina se observd como la
propagacion del frente de onda se hace mas lento cuando se incrementa la
concentracion del farmaco. Adicionalmente, se comprob6 como la
repolarizacion del frente de onda es mucho mas lenta debido al efecto generado
por el bloqueo de la Ik, ya que la disminucion de ésta corriente crea un
desplazamiento de los limites del periodo refractario (ERP). Este efecto se
muestra en el instante de tiempo t = 5400 ms.
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Figura 19.4 Patrén de reentrada para el minuto 7 de isquemia en condiciones
normales (sin farmaco) y en presencia de 20, 50 y 100 pmol/L de lidocaina con un CI =
225 ms con un bloqueo del 70 % de Ik,. La escala de colores representa los diferentes
valores de potencial que sufre el tejido. Cada fotograma fue tomado cada 100 ms.

Al estudiar la evolucion temporal de los potenciales de accidon generados en
las diferentes zonas del tejido (normal, de borde e isquémica) cuando se
present6 una reentrada (representado en la Figura 19.5) y el patron de reentrada
encontrado cuando se aplicd un estimulo prematuro en un CI de 180 ms en el
minuto 6 después de la oclusion coronaria (Figura 19.6), para las condiciones de
control, con 100 umol/L de lidocaina y al incorporar 100 pmol/L de farmaco. Se
encontrd que al incorporar la lidocaina se produjo un retardo en la propagacion
del frente de onda tanto en condiciones de control como en condiciones de
bloqueo de la Ik, siendo mayor cuando se presento el bloqueo de Iy, y a medida
que el tejido se fue estimulando por los frentes de onda de las reentrada el efecto
sobre el retardo en la generacion de los PA se fue incrementando como se
observa en la Figura 19.5 y Figura 19.6 B y D. Adicionalmente, se comprob6 de
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forma mas evidente en la Figura 19.6 como la repolarizacion se hace més lenta,
como se indica en los fotogramas de la Figura 19.6 A y C. Al incorporar la
lidocaina (instante de tiempo t = 5500 ms) éste efecto se vio intensificado.

Tona Mormal

Estimula Promatics

Zona Borde

Zona Isquémica

f /

| ' Reentrada Reentrada

Figura 19.5 Evolucién temporal del PA para el minuto 6 de isquemia en las
diferentes zonas del tejido cuando el estimulo prematuro (CI = 180 ms) genera una
reentrada. La lineas continuas representan las condiciones de control, lineas punto raya
(-*) condiciones con 100 pmol/L de lidocaina, lineas punteadas (---) condiciones con 100
pmol/L de lidocaina y bloqueo del 70 % de I,.
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Figura 19.6 Comparacion del patrén de reentrada para el minuto 6 de isquemia en
un CI de 180 ms. A) Condiciones de control; B) con 100 pmol/L de lidocaina; C) con un
bloqueo del 70 % de Ik,; D) con un bloqueo de Ik, y con 100 pmol/L de lidocaina. La
escala de colores representa los diferentes valores de potencial que sufre el tejido. Cada
fotograma fue tomado cada 100 ms.

En la Figura 19.7 se comparé el efecto que tiene tanto la lidocaina cuando
actiia sola como cuando se incorpora el bloqueo de la Ik, Este patron de
reentrada fue obtenido cuando se aplic6 un CI de 220 ms. Como se muestra en el
instante de tiempo t = 5400 de la Figura 19.7B y D, la lidocaina genera un
retardo en la propagacion del frente de onda (indicado a través de circulos en la
figura), mientras que el solo bloqueo de Ik, ocasiona una repolarizacion mas
lenta del frente de onda como lo muestran las flechas de la Figura 19.7 Ay C, en
el instante de tiempo t = 5300 ms. El patrén de la reentrada no fue alterado ni
por el bloqueo de la I, ni por la accion de la lidocaina.
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Figura 19.7 Comparacion del patrén de reentrada para el minuto 7 de isquemia en
un CI de 220 ms. A) Condiciones de control; B) con 100 pmol/L de lidocaina; C) con un
bloqueo del 70 % de Ik,; D) con un bloqueo de Ik, y con 100 pmol/L de lidocaina. La
escala de colores representa los diferentes valores de potencial que sufre el tejido. Cada
fotograma fue tomado cada 100 ms.

Posteriormente se obtuvo los valores de la ventana vulnerable para los
minutos 5, 6 y 7, para un 70 % de bloqueo de la corriente Ix,. En el minuto 5 de
isquemia no se encontrd ningin CI que provocara una reentrada tanto para
condiciones sin farmaco (sin lidocaina) o bajo la presencia de las diferentes
concentraciones de lidocaina. En cuanto a la mayor probabilidad de reentrada
esta fue encontrada en el minuto 6 de isquemia siendo la VV de 23 ms; al
compararlo con la VV observada cuando el tejido no estaba bajo la influencia de
ningin bloqueo en este mismo minuto, se obtuvo que ésta fue de 35 ms, asi el
bloqueo de la corriente Ig, produce una reduccion de la VV. Como se ha
mostrado en este apartado todas las reentradas fueron producidas por un UDB
del estimulo prematuro generado por el grado de isquemia simulado.
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En cuanto al minuto 7 de isquemia se presentdé un BDB, el cual es
caracteristico de los minutos avanzados de isquemia aguda debido al aumento de
las condiciones de isquemia (hipoxia, hiperkalemia y acidosis). Bajo la
presencia de lidocaina se encontré6 como este patron de activacion se fue
reduciendo a medida que se incrementaba la concentracion del farmaco y fue en
la mayor concentracion estudiada donde el BDB fue extinguido. En la Tabla
19-1 se muestran los valores de los intervalos en los cuales el estimulo
prematuro fue capaz de inducir un circuito reentrante, ademas del valor de la
ventana vulnerable y su porcentaje de incremento.

Tabla 19-1 Ventanas Vulnerables (VV) para los minutos 6 y 7 de isquemia en un
tejido de 550 x 550 células en diferentes concentraciones de lidocaina con un bloqueo del
70 % Ik,

Lidocaina y el 70 % de Ik, bloqueada

Min Lidocaina Intervalos \AY %
(umol/L) VV (ms) (ms)  Incremento
6 0 [174—197] 23
20 [175-199] 24 4,35
50 [176 —201] 25 8.70
100 [178 — 198] 20 -4,35
7 0 [219 —225] 6
20 [219 —227] 8 33
50 [213 —228] 15 150
100 [184 —224] 40 566

En la Figura 19.8 se muestra de manera mas clara el efecto de la lidocaina y
el bloqueo de Ik, sobre la ventana vulnerable. Tanto en la Tabla 19-1 como en
las Figura 19.8 se muestra como la ventana vulnerable fue incrementada en los
dos minutos de isquemia estudiados y en casi todas las concentraciones de
farmaco. Cabe destacar como en la condicion de isquemia més aguda la acciéon
de la lidocaina se ve incrementada de manera mas significativa que cuando se
utiliza una concentracién mayor.
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Figura 19.8 Ventana Vulnerable para los minutos 5, 6 y 7 de Isquemia en
condiciones de control (sin firmaco) y con 20, 50 y 100 pmol/L. de lidocaina mas el
bloqueo del 70 % de I,.

En la Figura 19.9 A (minuto 6) y B (minuto 7) y en la Tabla 19-2 se compara
los diferentes efectos obtenidos sobre la ventana vulnerable (VV) y sus limites
inferior (LI) y superior (LS) cuando se presentaba el bloqueo de la I, y cuando
se incorporo la lidocaina. En cuanto al limite inferior en el minuto 6, al bloquear
la I, el LI se desplaz6 a CIs més lejanos del wltimo estimulo bésico. Ese efecto
es explicado por el incremento en el ERP que genera el bloqueo de la corriente
Ik, Al introducir la lidocaina, el valor del LI se vio incrementado levemente, ya
que como se ha comprobado experimentalmente y en esta tesis, la lidocaina
genera un pequeio incremento en el ERP. No obstante, en el minuto 7 cuando la
concentracion de farmaco era mayor de 50 pumol/L, el valor del LI se desplazo a
CI maés cercanos al tltimo estimulo. El limite superior, se movié hacia valores
mas lejanos tanto para el minuto 6 como para el 7 y a medida que el tejido se
encontraba bajo la presencia de la lidocaina el LS se situaba en valores mas
alejados. Con respecto a la ventana vulnerable, el sélo bloqueo de la I, ocasiono
una reduccién en éste parametro; cuando el tejido se encontr6 bajo la presencia
de la lidocaina la VV se incrementé. Este efecto fue dependiente de la
concentracion, es decir, mientras mas concentracion de farmaco mayor VV,
afianzando de esta forma, el efecto pro-arritmico de la lidocaina bajo
condiciones de isquemia aguda.
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Figura 19.9 Comparaciéon de los limites de los patrones de activacion encontrados
para los minutos 6 (A) y 7 (B) de isquemia aguda cuando el tejido se encuentra en
condiciones de control, con 100 pmol/L de lidocaina y al bloquear el 70 % la corriente
Ik, tanto en condiciones de control como con 100 pmol/L lidocaina. Los patrones
encontrados fueron: A) (@) No propagacion - NP; (lll) Reentrada y (| ) Colision. B) NP

(:|); (M) Reentrada y (C) Colisién.
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De esta forma, los resultados obtenidos sugieren que la lidocaina atn en
combinacién con otros farmacos presenta un efecto pro-arritmico bajo
condiciones de isquemia aguda.

Tabla 19-2 Comparaciéon de los resultados obtenidos sobre la ventana vulnerable
cuando se encuentra en condiciones de control, con 100 pmol/L de lidocaina y al
bloquear el 70 % la corriente I, tanto en condiciones de control como con 100 pmol/L
de lidocaina

Concentracion Min 6 Min6+ Min7 Min7+

(nmol/L) Bloq Ik, Bloq Ik,
Limite 0 159 174 215 219
Inferior
20 159 175 217 219
50 160 176 213 213
100 160 178 195 184
Limite 0 194 197 223 225
Superior
20 196 199 225 227
50 199 201 227 228
100 204 200 230 224
Ventana 0 35 23 8 6
Vulnerable
20 37 24 8 8
50 39 25 14 15
100 44 20 35 40
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Capitulo VI Discusion

CAPITULO VI. DISCUSION

En el capitulo anterior se han expuesto con detalle los resultados obtenidos
con el modelo de potencial de accion que incorpora los efectos de la lidocaina,
cuyo modelo se desarrolld en el capitlo IV. En este capitulo se discutiran la
metodologia utilizada para encontrar el modelo propuesto por esta tesis doctoral
y los resultados obtenidos a través del modelo tanto en condiciones normales
como en condiciones patologicas. Asimismo, se evaluaran los resultados
encontrados con respecto a la ventana vulnerable hallada cuando se aplico el
farmaco so6lo y cuando éste fue asociado con un bloqueo de la Ig,. Por ultimo, se
describiran las limitaciones del modelo formulado y del estudio de simulacion
realizado.

20 Modelo Matematico de la Lidocaina

El bloqueo de los canales i6nicos a través de farmacos ha llegado a ser un
desafio tanto experimental como tedrico. En esta tesis doctoral se ha planteado
un modelo matematico que representa la accion de la lidocaina, en donde se
incluye el efecto de la dependencia de la frecuencia, concentracion y pH. Para el
planteamiento de las ecuaciones diferenciales se ha utilizado como base la teoria
de GRT (Guarded Receptor Theory), propuesta por Starmer, en donde son las
compuertas del canal de sodio las que regulan la difusion entre el farmaco y el
sitio de asociacion del canal.

La lidocaina es un farmaco amino-amida, por lo que posee moléculas
cargadas y neutras que interactian con el canal de diferentes formas y
condiciones siendo este un importante factor a tener en cuenta a la hora de
modelizar la accion del farmaco. En la ecuacion diferencial que representa la
accion de la forma cargada del farmaco se considera que ésta se puede asociar y
disociar del receptor s6lo cuando éste se encuentre en el estado activo; mientras
que la ecuacion de la forma neutra, se plantea como una asociacion y
disociacion en todos los estados del canal [Starmer et al. 1984; Starmer et al.
1986; Strichartz 1973; Yeh et al. 1985]. Adicionalmente, en el planteamiento del
modelo se introduce el efecto del pH, a través de un intercambio de protones, en
donde se realiza el acoplamiento de la forma cargada y neutra de la lidocaina.
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20.1 Metodologia (Hipdtesis)

En cuanto a los modelos matematicos existentes, una extensa literatura
describe experimentos dirigidos a la validacion de las dos hipdtesis (GRT y
MRT), pero ningin estudio ha arrojado resultados concluyentes sobre cual de
estas hipotesis es la mejor a la hora de modelizar el efecto de algiin farmaco. La
mayor area de contraste entre la MRT y la GRT reside en el cambio de la
cinética del canal inactivado cuando el farmaco esta asociado al canal. La
inactivacion de un canal es medida por técnicas electrofisiologicas, basadas en la
medida del pico de la corriente de sodio bajo condiciones de cuasiequilibrio
(estado estacionario), el cual es alcanzado con una estimulaciéon continua del
tejido. Cuando un canal i6nico es bloqueado por algiin farmaco, las medidas
obtenidas del pico de la corriente hacen imposible conocer si dicha reduccion es
debida a cambios en la cinética de las compuertas o si ésta es causada por el
bloqueo del canal.

Por otra parte, son muchos los estudios sobre anestésicos locales que han
utilizado la MRT para describir y modelizar el efecto de este tipo de fArmacos
sobre el canal de sodio, entre ellos cabe destacar los realizador por: Cahalan y
Almers; Bean et al.; Duff et al. y Hanck et al. [Cahalan y Almers 1978; Bean et
al 1983; Duff et al, 1983 ; Hanck et al. 1994], en donde modelizan farmacos
como el QX22, QX314, la lidocaina, benzocaina, etc. A su vez, la MRT también
ha sido usada extensamente para modelizar antagonistas de Ca” como lo son el
nifedipine, el verapamil y el dialtiazem [Hescheler et al 1982; Lee y Tsien 1983;
McDonald et al 1989]. Sin embargo, evidencias experimentales encontraron que
la accién de algunos bloqueadores de Na' y Ca” era modulada por la compuerta
de activacion (m’), lo que hace que la MRT sea incompleta a la hora de
modelizar de manera eficaz la accion de este tipo de farmacos; dando lugar a
que la GRT sea utilizada para reproducir a través de modelos matematicos el
efecto de farmacos como la lidocaina, QX314, etc; los cuales se ha comprobado
experimentalmente que interactian con mas de una conformacion del canal de
sodio para asociarse y disociarse de su receptor. Del mismo modo que la MRT,
la GRT reproduce con suficiente bondad el efecto de bloqueo dependiente de la
frecuencia observado experimentalmente por fairmacos bloqueadores del canal
de sodio [Weirich y Antoni 1989, 1990; Kojima y Ban 1988; Ban et al. 1989 a,
b; Makielski et al. 1990; Starmer et al. 1991].

En este trabajo, para el planteamiento del modelo de la accion de la lidocaina
no se consideraron cambios en las cinéticas de las compuertas cuando el
farmaco se habia asociado, como bien lo indica la GRT. Sin embargo, si se
consider6 que son las compuertas del canal de sodio las que gobiernan el acceso
al canal, al mismo tiempo que se incluyd las dos formas de la lidocaina (cargada
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y neutra, las cuales utilizan las trayectorias hidrofébicas e hidrofilicas para
acceder al canal, respectivamente).

De manera general, la diferencia entre los elementos de la teoria planteada en
este trabajo y la MRT, son:

= No se modifica la cinética de las compuertas cuando el farmaco esta
asociado al canal.

= La interaccion entre la forma cargada y la forma neutra incorpora
una relacion de asociacion y disociacion para cada forma del
farmaco ademas, de una relacion de protonacion.

= Las constantes de asociacion y disociacion no dependen del estado
del canal.

Posteriormente, a la hora de realizar la estimacion de parametros se platearon
varios inconvenientes debido a la complejidad que se ha introducido al tener dos
familias de curvas para los diferentes valores de pH y frecuencias de
estimulacion. Starmer y Courtney plantearon un método para realizar la
estimacion de las constantes aplicado a fdrmacos amino-amidas [Starmer y
Courtney 1986] basandose en su hipotesis de la GRT. Esta metodologia no
arroj6 unas constantes de asociacion y disociacion fiables a la hora de
incorporarlas dentro de las ecuaciones diferenciales planteadas en esta tesis, ya
que al comparar los datos simulados con los experimentales se encontr6 un error
relativo mayor al 20 % en la mayoria de las curvas. Starmer y Courtney basan su
metodologia en la division de las dos trayectorias que luego son acopladas con
un proceso de intercambio de protones. Ademas, para lograr obtener las
constantes plantearén algunas hipdtesis donde se desprecian ciertos términos,
por ser muy pequefios para potenciales muy negativos (donde m’ = 0), pero que
pueden tener valores significativos para otros potenciales. Por tal motivo, para el
procedimiento de estimacién de pardmetros se buscaron otras alternativas, en
donde para el ajuste de las constantes se utilizaran todos los términos de las
ecuaciones, para asi no despreciar ninglin término que pueda afectar la cinética
de interaccion del farmaco con el canal mientras que un potencial de accion es
desarrollado. Adicionalmente, estas constantes deben representar con bastante
bondad los datos experimentales y su error relativo no debe ser superior al 10 %
ya que se alejaria del propoésito general de la modelizacion.

En este trabajo, para la estimacion de los parametros se ha utilizado la
técnica de los algoritmos genéticos. Los algoritmos genéticos son métodos
sistematicos para la resolucion de problemas de busqueda y optimizacion que
aplican a estos los mismos métodos de la evolucion bioldgica: seleccion basada
en la poblacion, reproduccién y mutacion. Hay que tener en cuenta que un
algoritmo genético es independiente del problema, lo cual lo hace un algoritmo
robusto, para ser util para cualquier problema, pero a la vez débil, pues no esta
especializado en ninguno en concreto. No obstante, al agregar una ponderacion

197



Capitulo VI Discusion

de los resultados a encontrar se minimiza esta caracteristica de los algoritmos
genéticos. De tal forma, con esta metodologia se hallaron resultados bastante
fiables ya que el error relativo nunca supero el 9 %. La comparacion de los datos
experimentales y los datos que arroja el modelo de acuerdo a los parametros
encontrados es mostrada en el capitulo I'V.

20.2 Modelos de Ia accion de Ia lidocaina

Se han desarrollado previamente otros modelos matematicos para reproducir
el bloqueo ejercido por la lidocaina sobre el canal de sodio, pero en ninguno de
ellos se incorpora la interaccion que existe entre el farmaco y las moléculas de
[H']y, por tanto, no podrian ser utilizados para estudiar la accion del mismo en
situaciones de isquemia. Uno de los mas importantes, donde se desarrolla la
teoria de GRT, es el modelo propuesto por Starmer [Starmer 1984]. En este
modelo se asume que la asociacion del fairmaco se realiza en el estado de
activacion e inactivacion, despreciando la posible asociacion en el estado de
reposo, la cual si ha sido tenido en cuenta en el modelo propuesto por esta tesis
doctoral, ya que evidencias experimentales encuentran una pequefa asociacion
durante este estado [Bean 1984; Furukawa et al. 1995; Nuss 1995].

En cuanto a la estimacion de parametros, Starmer se basa en el modelo de
corriente de Ebihara y Johnson [Ebihara y Johnson 1980] donde no esta
modelizada la compuerta lenta inactivacion (j). Adicionalmente, este modelo no
tiene en cuenta que la lidocaina es un farmaco amino-amida que presenta dos
formas, cargada y neutra. Haciendo de éste, un modelo incompleto a la hora de
estudiar patologias como la isquemia en donde se presentan cambios en el pH.

Irvaine et al. [Irvine et al. 1999] también realizé un modelo de lidocaina, el
cual esta basado en la MRT, ademas para el desarrollo de este modelo utilizo
modelos de Markov. Esta técnica ha sido utilizada para caracterizar el
comportamiento del canal de sodio tanto en tejidos cardiacos como en
neuronales [Patlak 1991; Vanderberg y Bezanilla 1991], pero ha sido este grupo
el que ha utilizado esta teoria para caracterizar la interaccion de la lidocaina con
el canal de sodio. En este modelo se asume que la cinética de las compuertas es
modificada tal y como lo indica la MRT. A su vez, la concentracion de farmaco
y las constantes de asociacion y disociacion son los responsables de determinar
la cantidad de fdrmaco que se asocia y disocia del canal. Este modelo reproduce
efectivamente los efectos de la dependencia de la frecuencia, el inicio y
recuperacion del bloqueo, pero al igual que el modelo propuesto por Starmer,
éste no tiene en cuenta la dependencia que tiene la lidocaina con respecto al pH
debido a su condicién de amino-amida.
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La utilizacion de las cadenas de Markov para generar la formulacion de la
interaccion del farmaco con el canal proporciona beneficios a la hora de realizar
la estimacion de parametros, ya que a través de este planteamiento, basado en
diagramas de estados, se crea una alta cantidad de parametros para las
ecuaciones diferenciales que representan la interaccion del farmaco con el canal.
Dichas estimaciones son realmente precisas y arrojan errores relativos muy
bajos. No obstante, las cadenas de Markov incorporan una alta complejidad a la
hora de introducirlas dentro de un modelo de potencial de accion como el de
Luo y Rudy (LRO0), lo que generaria un alto costo computacional en
simulaciones en tejidos 2D y 3D. Adicionalmente, las cadenas de markov no
caracterizan la interaccion electrofisiologica del canal de sodio con las
moléculas de farmaco.

En cuanto a la implementacion del modelo que incluye el pH es dificil
contrastarlo con otros debido a que en la actualidad no existe ningun modelo que
lo incluya. De tal forma el modelo propuesto por esta tesis doctoral es una
aportacion original a la modelizacion de farmacos.

20.3 Efecto del bloqueo de Ia lidocaina

En este apartado se compararan los resultados obtenidos por el modelo
planteado y los datos experimentales que se encuentran en la literatura cientifica.
Para ello se dividira este apartado en los diferentes parametros del potencial de
accion estudiados: la corriente de sodio (In,), la derivada maxima del potencial
de accién (Vi ), la duracion del potencial de accion (APD), el periodo

refractario efectivo (ERP), la velocidad de conduccion (CV) y la curva de
restitucion (ERC).

Para la comparacion de los resultados se ha utilizado la medida del error
absoluto y relativo, ya que estos nos permiten observar de manera mas precisa la
variacion que sufren los diferentes parametros.

20.3.1 Corriente de sodio

Como se comprobo en el apartado de resultados, el bloqueo producido por la
lidocaina sobre el canal de sodio tiene una dependencia de la frecuencia de
estimulacion o ciclo basico (BCL). En las simulaciones realizadas para los
diferentes BCLs se demostré como al decrementar el BCL el bloqueo ejercido
sobre la Iy, era mayor, asi para los BCLs de 200, 500 y 1000 ms y con una
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concentracion de 100 umol/L de farmaco, la reduccion de la Iy, fue del 57 %, 47
% y 33 % , respectivamente.

Clarkson et al. [Clarkson et al. 1988] utilizando un protocolo de voltage
clamp en cobaya demostré6 que con una concentracion de 100 pumol/L de
lidocaina, la Iy, se redujo un 60 %, 38 % y 26 % para los BCLs de 200, 500 y
1000 ms. Cabe notar, que las diferencias encontradas podrian deberse al hecho
que en las simulaciones se ha utilizado una corriente de estimulacion, mientras
que Clarkson utiliz6 un protocolo de voltage clamp, en el cual el potencial de
reposo fue de — 140 mV, lo que sugiere que los canales del canal de sodio
estaran inactivados desde el principio del estudio, generando un incremento en
el bloqueo encontrado.

Asimismo, Furukawa et al. encontr6 en auricula humana una reduccién sobre
la Iy, de 43 % para un BCL de 625 ms y una concentracion de 100 umol/L de
lidocaina. Aunque en este estudio no se utilizé ese mismo BCL, los resultados
encontrados son bastante semejantes a la estimulacion con un BCL de 500 ms
que presenta una reduccion del 47 % para la misma concentracion usada por el
autor [Furukawa et al. 1992].

No obstante, existen otros resultados experimentales que presentan
diferencias significativas con los presentados anteriormente. Un claro ejemplo
son los resultados encontrados por Bean [Bean et al. 1983], en donde en auricula
de conejo hallé una reduccion de Iy, del 47 % al utilizar 100 pmol/L de
lidocaina y un BCL de 1000 ms. Analizando los protocolos utilizados se ha
encontrado que Bean es sus experimentos utilizé un ancho de pulso mucho
mayor, por lo que los canales estarian mucho mas tiempo en estado de
activacion e inactivacion, generando un mayor bloqueo y una menor disociacion
del farmaco con el receptor del canal a medida que se aplica el tren de impulsos.

En resumen, al comparar los datos experimentales de varios autores con los
resultados obtenidos de las simulaciones, el efecto de la lidocaina sobre la Iy, es
dependiente tanto de la frecuencia de estimulacion como de la concentracion.
Adicionalmente, el modelo propuesto por este trabajo reproduce con la
suficiente validez el efecto del farmaco sobre la Iy,.

20.3.2 Derivada méaxima del potencial de accién

En el capitulo IV se utilizo éste parametro como referencia para realizar la
validacion del modelo propuesto por esta tesis doctoral, debido a que la Vp,, €s

un parametro de facil medicion experimental. Para la comprobacion de los
resultados se intentd reproducir con la mayor precision los protocolos utilizados
por los diferentes autores estudiados. En estas simulaciones se validd la
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variacion del efecto de la lidocaina cuando son modulados el BCL, la
concentracion y el pH.

Enhring et al. en su estudio comprobé el efecto de la lidocaina cuando es
variado el BCL con valores de 300, 500 y 1000 ms. Al compararlo con los datos
arrojados por las simulaciones, se encontré que el error relativo no superd el 13
%, la reduccion sobre la V,,,, observada por este autor fue del 66 % y en las

simulaciones el decremento fue del 76 %, para un BCL de 300 ms. Para los
BCLs de 500 y 1000 ms el error relativo fue del 6 % y 7 % respectivamente
[Ehring et al. 1987]. Por otra parte, Nawada et al. midi6 el efecto de la lidocaina
cuando se vari6 la concentracion del farmaco entre un rango de 1 hasta 100
umol/L. En este caso el maximo error relativo tan solo fue del 6 % para una
concentracion de 31 pumol/L de farmaco [Nawada et al. 1994]. Adicionalmente,
al comparar los resultados de Mestre con los datos simulados, se hallé que el
mayor error relativo encontrado fue del 13 % para una concentracion de 3
umol/L de lidocaina, cabe destacar que en este articulo se utilizaron solo dos
concentraciones de firmaco (0.3 y 3 umol/L de lidocaina) [Mestre et al. 1999].

Autores como Mestre et al., Nawada et al. y Ehring et al., presentan
resultados sobre cobaya semejantes entre ellos, lo que proporciona una
fiabilidad en sus resultados, motivo por el cual han sido utilizados para la
validacion del modelo. Aunque, ellos no utilizan las mismas concentraciones de
farmaco si utilizan el mismo BCL (1000 ms). Asi, Mestre et al. y Nawada et al.
encontraron una reduccion de la V,,,, del 14 % para una concentracion de 30

pmol/L de lidocaina, mientras que Enrhring observo una reduccion del 9% para
22 pumol/L de lidocaina, esta diferencia en el porcentaje de reduccion es
proporcional a las concentraciones utilizadas. En las simulaciones realizadas por
esta tesis se encontrd una aproximacion bastante alta a estos datos, ya que con
un BCL de 1000 ms y con una concentraciéon de 20 pmol/L de lidocaina la V

se redujo un 14 %.

Sin embargo, existen otros resultados experimentales que divergen de los
presentados y de los obtenidos mediante el modelo. Un claro ejemplo de ello,
son los resultados mostrados por Sanchez-Chapula et al. En su estudio, este
grupo de investigacion encontrd6 una reduccion mucho menor para una
concentracion mas alta de lidocaina (10 % para 50 pmol/L de lidocaina)
[Sanchez-Chapula et al. 1985]. La diferencia entre estos resultados puede ser
debida al protocolo utilizado para la preparacion del tejido y al tiempo que
utilizaron para obtener el estado de equilibrio; ya que para obtener este estado
Sanchez-Chapula et al. estimularon la preparacion con una frecuencia de 1 Hz
durante s6lo 3 minutos. Adicionalmente, el tren de impulsos tenia como ancho
de pulso 3 ms, mientras Enhring y demdas autores para conseguir el estado de
equilibrio utilizaron un periodo de 30 minutos y un ancho de pulso de 1 ms.
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De igual forma, al estudiar el efecto de lidocaina en otra especie, también se
encontrd que los resultados de Quinteiro et al., Wasserstrom et al. y Jeck et al.
difieren entre ellos, aunque los tres utilizan ventriculo de perros [Wassestrom y
Salata; 1988; Quinteiro et al. 1990; Jeck y Rosen. 1990]. Wasserstrom et al.
encontrd una reduccion de la V,,,, del 3 % para un BCL de 1000 ms, mientras

que Quinteiro sélo encontrd una reduccion del 0,8 %; ambos utilizaron una
concentracion de 20 umol/L de lidocaina. Al estudiar los protocolos usados por
estos autores se encontr6 que la estimulacion fue diferente, ya que Wasserstrom
utilizd mayor intensidad y ancho de pulso, y como se ha demostrado
experimentalmente estos factores también generan una modulacion del efecto
bloqueador producido por la lidocaina. Quinteiro et al. en su articulo estudi6 el
efecto de otros BCLs, observando que la V,,,, se redujo un 14 % para un BCL

de 300 ms. Al comparar este resultado con el obtenido por Jeck et al. se
encuentran diferencias significativas, ya que Jeck et al. mostrd una reduccion de
30 %. Aunque, en esta tesis no se estudié ese BCL, el valor obtenido para los
BCLs de 200 y 500 ms fue de 44 % y 36 %, con lo cual el valor de la reduccion

de la V,,,x obtenido por Jeck et al. esta dentro del rango de las simulaciones
realizadas.

Como conclusion, se puede decir que la validacion del modelo a través de
este parametro es bastante aceptable y otorga una alta fiabilidad al modelo
propuesto en este trabajo.

Otro resultado experimental que también fue contrastado, fue la variacion de
la V.« cuando el pH es modificado. Cabe destacar que fueron muy pocas las

fuentes bibliografias, ademas existen discrepancias en los resultados
experimentales encontrados. Asi, Broughton et al. observé una reduccion de la

Vimax del 8 % y 13 % para los pH de 6.9 y 7.4 respectivamente, utilizando una

concentracion de 15 umol/L de lidocaina. Sin embargo, Moorman et al. por su
parte mostré reducciones del 2.7 % y 3 % para los mismos valores de pH y
concentracion de fairmaco [Broughton et al. 1984; Moorman et al. 1986]. Las
diferencias entre sus resultados pueden estar determinadas por el procedimiento
utilizado para obtener estos niveles de pH, ya que ambos utilizan diferentes
metodologias. No obstante, para la validacion del modelo respecto al efecto de
la modulacién del pH, se compard los datos experimentales de Broughton et al.,
debido a que el procedimiento utilizado por este autor fue el mas facil de
reproducir a través de las simulaciones; de tal forma se encontré que al
comparar los datos experimentales donde su porcentaje de reduccion fue del
0.92 % y 0.87 para los valores de pH de 6.9 y 7.4, mientras que en nuestras
simulaciones este porcentaje fue del 0.9 % y 0.88 %, valores muy simulares a
los experimentales. Por otra parte, Nattel et al. en su estudio mostré6 una
reduccion de la Vi, en musculo de Purkinje de perro de un 34 %y 17 %, para

los pH de 6.9 y 7.3, utilizando la misma concentracion de farmaco [Nattel et al.
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1981]. Las diferencias con este autor pueden estar determinadas por el
procedimiento utilizado para preparar el tejido, ya que Broughton y Moorman
utilizan una solucion de Krebs para oxigenar el tejido después de haber
removido el corazén del animal, mientras que Nattel somete al tejido a una
solucion Tyrode.

En resumen, el efecto de la lidocaina depende de la concentracion, la
frecuencia de estimulacion y el pH. Ademas, variaciones en el ancho de pulso,
temperatura y procedimientos para preparar el tejido generan modificaciones en
la accion bloqueadora del farmaco.

20.3.3 Duracién del potencial de accion

Con respecto a los resultados experimentales encontrados sobre el APD
existe una gran divergencia entre ellos. Algunos autores como Mestre han
encontrado que al estimular el tejido con un BCL de 1000 ms y utilizando una
concentraciéon de 3 pmol/L de lidocaina, el APD se ve reducido un 33 %.
Mientras, Nawada et al. encontré6 una reduccion mucho menor para
concentraciones de farmaco mas elevadas (2 % y 5 % para concentraciones de
10 y 30 umol/L de lidocaina). Asimismo, Nakaya et al. al igual que Nawada et
al. mostraron una disminucién del APD del 7 % para una concentracion de 34
umol/L de farmaco. Y son los valores de estos dos ltimos autores a los que mas
se aproximan los resultados obtenidos por las simulaciones realizadas, ya que la
mayor reduccion encontrada fue del 3.4 % para la concentracién mas alta
probada. Las diferencias encontradas podrian estar debidas a los tejidos
utilizados, ya que Mestre et al. utiliz6 tejido de Purkinje mientras Nakaya et al. y
Nawada et al. utilizaron musculo papilar [Nakaya et al. 1989; Nawada et al.
1994; Mestre et al. 1999].

Por otra parte, al estudiar el efecto de la lidocaina en perros, Wasserstrom
encontrd una disminuciéon del APD del 24 % para la concentracion de 22
umol/L de lidocaina y con un BCL de 1000 ms, mientras Quinteiro et al. mostro
un alargamiento del APD cuando se incrementaba la frecuencia de estimulacion,
asi para los BCLs de 300, 400, 500 y 1000 ms el APD aument6 un 6.5 %, 5.5 %,
4.2 % y 3 % respectivamente, utilizando 22 pmol/L de lidocaina [Quinteiro et
al. 1990]. Estos resultados son bastantes controvertidos, debido a que son los
unicos datos experimentales donde el APD se incrementa. Al estudiar su
metodologia no se encontraron diferencias significativas en cuanto al protocolo
y la preparacion del tejido utilizado en donde se pueda dar explicaciéon a la
discrepancia en sus datos.
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20.3.4 Periodo refractario efectivo

En las simulaciones realizadas en esta tesis se ha observado que el ERP se ve
incrementado ligeramente por la lidocaina. Asi, para el menor BCL estudiado
(200 ms) el ERP se aument6 un 0.8 %, 1.6 % y 5.8 % para las concentraciones
de 20, 50 y 100 pmol/L de lidocaina, respectivamente. Por otra parte, para un
mayor BCL (1000 ms) y la concentracién mas alta estudiada el incremento fue
del 2 %.

Experimentalmente se ha encontrado que el efecto de la lidocaina sobre el
ERP es significativamente importante para elevadas concentraciones de
farmaco, como ha sido demostrado por las simulaciones realizadas en esta tesis.
Li y Ferrer encontraron como el ERP no era modificado en concentraciones
menores a 20 pmol/L de lidocaina, pero en una concentracién de 50 pmol/L de
lidocaina éste se vio incrementado un 13 % al estimular el tejido con un BCL de
500 ms, la divergencia encontrada al comparar estos datos con nuestros
resultados esta debida al protocolo de estimulacion escogido, ya que ellos en su
estudio utilizan una mayor amplitud de los impulsos de estimulacion, ademas
que las medidas estan realizadas en epicardio, con lo cual se pueden presentar
modificaciones en la repolarizacién del PA. Asimismo, Nakaya et al. encontrd
que el ERP era incrementado un 9 % para un BCL de 800 ms y una
concentracion de 34 umol/L de lidocaina [Nakaya et al. 1989; Li y Ferrer 1991].

Por otra parte, Martins y Kelly observaron un incremento del ERP en todas
las concentraciones probadas, de tal forma el ERP aumenté un 6 %, 7 % y 12 %
para las concentraciones de 5.3, 10 y 21 pmol/L de lidocaina, respectivamente.
Cabe destacar que estos autores utilizaron un corazon completo para hacer sus
mediciones del ERP mientras que Nakaya et al. utilizaron un tejido oxigenado
mediante una solucion Tyrode, introduciendo una modificacion a la medida
obtenida [Martins y Kelly 1985].

En cuanto al efecto producido por la disminucion del pH, en la actualidad no
hay ninguna bibliografia que caracterice el efecto de la lidocaina sobre el ERP
en diferentes valores de pH. No obstante, existen estudios experimentales donde
en condiciones de isquemia, especificamente cuando se presenta la acidosis, se
observo como la lidocaina generaba un retardo en la repolarizacion del PA,
intrinsicamente éste efecto actua cambiando el ERP del tejido. Al comparar éste
retardo en las diferentes zonas del tejido, el efecto del farmaco era mayor en
condiciones de isquemia que en condiciones normales.
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20.3.5 Velocidad de conduccién

Si bien los datos experimentales existentes en condiciones normales estan
registrados en perros, éstos datos dan un precedente de la influencia de la
lidocaina sobre la CV. Anderson et al. y Quinteiro et al. encontraron como la
frecuencia de estimulacion también introduce modificaciones en la accion del
farmaco. Asi, estos autores observaron que con una concentracion de 22 pmol/L
de lidocaina la CV se disminuyo6 un 14 % para un BCL de 200 ms, mientras que
para un BCL de 1000 ms ésta no fue afectada significativamente [Anderson et
al. 1990; Quinteiro et al. 1990]. Al compararlos con los datos arrojados por las
simulaciones del modelo, se observd que para una concentracion de 20 pmol/L
de lidocaina, la CV se vio disminuida un 11 % para un BCL de 200 ms,
resultado que es muy similar a lo encontrado experimentalmente por estos
autores.

En la literatura cientifica no se ha encontrado resultados experimentales que
midan el efecto de la lidocaina sobre la CV al variar el valor de pH. Sin
embargo, si se ha demostrado que en condiciones de isquemia este farmaco
ocasiona una dispersion en la propagacion del PA justificada por la diferente
accion de la lidocaina sobre la CV en las diversas zonas del tejido, lo que con
lleva a que el tejido que presenta isquemia esta mas propenso a desarrollar
reentradas y de este modo generarse arritmias que pueden ser mortales.

20.3.6 Restitucion eléctrica

En corazones normales e isquémicos, la dinamica de inestabilidad juega un
papel importante sobre la probabilidad para desarrollarse roturas del frente de
onda durante reentradas. La dindmica de inestabilidad es causada por factores
como la restitucion del APD y de la CV.

Segun datos experimentales y teoricos a través de la curva de restitucion del
APD (ERC) se puede determinar el comportamiento anti o pro-arritmico de
determinadas caracteristicas electrofisiologicas presentados en un tejido
cardiaco. Si la pendiente de esta curva es mayor a 1, la vulnerabilidad a
reentradas es alta, mientras que pendientes menores a la unidad disminuyen la
probabilidad de producirse reentradas y roturas de los frente de ondas
producidos por la reentrada. Qu et al. en su estudio sugiri6 que son las corrientes
Ina € Ica las principales responsables de la inclinacion de la ERC, de esta forma
cambios en la disponibilidad del canal de sodio podrian alterar la inclinacion de
esta curva. En nuestras simulaciones se observo como al reducir la Iy, por las
diferentes concentraciones de lidocaina, la ERC fue modificada en rangos muy
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leves debido a la poca modificacién que genera la lidocaina sobre el APD. En
cambio, la lidocaina generé modificaciones considerables sobre la restitucion de
la CV, ya que decrementd la pendiente y la magnitud de esta curva, sugiriendo
un posible efecto antiarritmico en intervalos diastélicos pequefios. Estos
resultados también han sido obtenidos por Qu et al. en sus simulaciones [Qu et
al. 1999].

Deprimir la corriente Iy, genera modificaciones en la CV del tejido y mas
explicitamente en la curva de restitucion de la CV, ya que se genera un
aplanamiento de la curva, la cual es determinada por la completa activacion de
la corriente de Ic, y la reduccion del valor de la V,,,, . Cabe notar, como la

lidocaina modificd levemente los rangos de DI en los cuales se producia una
propagacion, indicando un minimo efecto sobre éste parametro. Por otra parte, el
efecto sobre la restitucion de la CV fue mucho mayor, sugiriendo que esta
diferencia entre los efectos del farmaco podrian alterar de manera significativa
la vulnerabilidad a reentradas debido a su accion sobre la dispersion de la CV.
Cabe destacar que Qu et al. en un estudio posterior encontré como el bloqueo
del canal de sodio incrementé en mayor medida el ciclo de longitud de la
reentrada debido al aumento en la refractariedad, con lo cual se desarrolld una
fuerte fibrilacion del tejido, sugiriendo asi el efecto pro-arritmico de la lidocaina
[Qu et al. 2005]

21 Efecto de la Lidocaina sobre las Condiciones de
Isquemia Aguda y Sobre la Ventana Vulnerable

Después de analizar, comprobar y discutir el modelo propuesto en
condiciones normales, en esta tesis doctoral se realizaron simulaciones para
observar el efecto de la lidocaina en condiciones patologicas, mas
especificamente en condiciones de isquemia aguda. Es preciso sefialar que una
de las principales contribuciones de este trabajo es la realizacion del modelo del
farmaco teniendo en cuenta las variaciones del pH, las cuales han sido
observadas experimentalmente en condiciones patologicas y mas concretamente
en condiciones de isquemia, por lo que el modelo propuesto se convierte en una
potente herramienta para estudiar los posibles efectos anti o pro-arritmicos de la
lidocaina.
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21.1 Efecto de Ia Ilidocaina sobre las caracteristicas del potencial
de accion

Existe una limitada bibliografia en donde se refleja el efecto de la lidocaina
sobre las diferentes caracteristicas del potencial de accion (la corriente de sodio

(Ina), la derivada méaxima (V,y ), la duracion del potencial de accion (APD) y la

velocidad de conduccion (CV) en condiciones de isquemia aguda. Al intentar
comprarlo con los resultados obtenidos en las simulaciones se han encontrado
discrepancias significativas, ya que en muchos de ellos s6lo se considera alguna
de las caracteristicas tipicas de la isquemia, por lo que no se tiene una medida de
referencia del efecto de la lidocaina sobre alguno de estos parametros. Cambell
et al. en su estudio encontré que bajo condiciones de hiperkalemia la V,,,, se

redujo un 55 % y un 64 % para concentraciones de 15 y 30 umol/L de lidocaina
respectivamente, estimulando el tejido con un BCL de 600 ms. A su vez, cuando
gener6 condiciones de acidosis, obtuvé una reduccion del 42 % y 49 % para las
mismas concentraciones y BCL [Cambell et al. 1991]. Al compararlo con los
resultados obtenidos de las simulaciones en condiciones de isquemia, no se
encontraron similitudes, ya que en el minuto 6 de isquemia se obtuvd un
decremento de la V,, del 16 % y 31 %, para las concentraciones de 20 y 50

umol/L respectivamente, estimulando el tejido con un BCL de 500 ms. Las
discrepancias encontradas entre nuestros resultados y los datos experimentales
de este autor pueden estar debidas a que en cada uno de los datos obtenidos por
Cambell et al. s6lo se consideré una de las caracteristicas de la isquemia. Al

producir la hiperkalemia sin introducir el farmaco, la V,,,, se redujo un 24 %,
posteriormente al medir la V,,, bajo la influencia de la lidocaina la reduccion
sobre la Vi, fue atn mucho mayor. Al incrementar la [K'], se generd una

reduccion del potencial de reposo, el cual afecta el tiempo de inactivacion del
canal de sodio y, como se ha comprobado experimentalmente y se ha planteado
en el modelo propuesto por esta tesis doctoral, la lidocaina tiene una mayor
asociacion cuando el canal esta inactivado (sin olvidar que también existe una
menor asociacion en los otros dos estados), por lo que al presentarse la
hiperkalemia también se presenta un incremento en la accioén del farmaco sobre
el canal de sodio [Hondeghem 1987; Kodama et al. 1987; Campbell y
Hemsworth 1990; Kodama et al. 1990].

A su vez, cuando se somete el tejido a condiciones de acidosis, el efecto de la

lidocaina sobre parametros como la Iy, 0 la v es mayor. Cambell et al.

max

observo como la V__ se redujo un 19 % en condiciones de control (sin

max
farmaco) y como bajo la influencia de la lidocaina la depresion sobre la V. se
incremento considerablemente. En las simulaciones realizadas en esta tesis se
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encontré que al disminuir el pH (condiciones de so6lo acidosis) el efecto de
bloqueo de la lidocaina sobre el canal de sodio se incrementd, ademas de
presentarse una lenta recuperacion del bloqueo. Cuando se disminuye el pH se
incrementa la proporcion de moléculas de fairmaco cargado, las cuales tienen
una mayor afinidad al receptor. Simultaneamente estas moléculas solo se pueden
disociar de su receptor cuando el canal vuelve a este estado, por lo que la
recuperacion se genera de manera mas lenta; otorgando un mayor bloqueo del
canal de sodio en ambientes mas acidosis.

Estos resultados también fueron observados por diferentes autores como
Pacini et al. en donde en fibras de Purkinje de oveja encontré como bajo
condiciones de isquemia (hiperkalemia, acidosis e hipoxia) el efecto de la
lidocaina era mayor [Pacini et al. 1992]. Adicionalmente, estos resultados
también fueron contrastados por otros muchos autores los cuales trabajaron
disminuyendo so6lo el valor de pH [Singh y Williams 1971; Grant et al. 1980;
Nattel et al. 1981; Grant et al. 1980; Moorman et al. 1986; Campbell 1983].

21.2 Vulnerabilidad

En cuanto a la accion de la lidocaina sobre la vulnerabilidad, el estudio se
dividié en dos partes: una para tejidos unidimensionales definida bajo el
concepto de ventana de bloqueo y otra para tejidos bidimensionales con la teoria
de la ventana vulnerable.

Tejido Unidimensional

En el capitulo de resultados se describi6 con claridad el significado de los
limites que enmarcaban la ventana de bloqueo (VB). Asi, cuanto mas ancha es la
ventana, mayor probabilidad existiria que un estimulo prematuro sea bloqueado.
Al observar los resultados obtenidos, la lidocaina disminuy6 la ventana de
bloqueo, siendo el limite inferior el mas afectado por el f&rmaco proporcionando
un efecto antiarritmico. Es de destacar, que con la utilizacion de dos protocolos
de estimulacion diferentes (se aplico el estimulo prematuro tanto en el mismo
lugar de la estimulacion béasica como en una célula diferente, la cual
corresponde a una célula de la zona de borde del tejido), se obtuvieron los
mismos resultados. Este efecto es consecuencia de la accion de la lidocaina
principalmente sobre la Iy, que influye notablemente en la disminucién de la CV
y en menor medida sobre el ERP. Asi el efecto de la lidocaina cambia el UDB
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encontrado en condiciones normales por un BDB, lo que reduce la VB en
minutos avanzados de isquemia.

Estudios experimentales de diferentes autores han encontrado que la
lidocaina no previene la taquicardia ventricular (VT), no obstante altas
concentraciones de farmaco podrian prevenir la degeneracion de la VT a una
VF. Cardinal et al. en su estudio mostr6 como la lidocaina no previno la
incidencia de movimientos circulares generados en zonas isquémicas y su
posible continuacion a taquicardias [Cardinal et al. 1981]. Sin embargo,
encontrd6 como la lidocaina si previno las roturas de los frentes de onda,
proporcionando un efecto antiarritmico a éste firmaco. En nuestro estudio, no se
analizo este efecto debido a que el modelo de potencial de accién de Luo-Rudy
00 es muy estable y no es factible la obtencion de roturas de frente de onda de
los circuitos reentrantes. De esta forma, la lidocaina podria ser utilizada como
antiarritmico cuando se presenten este tipo de anamolias y prevenir o detener las
roturas del frente de onda de una reentrada para evitar la generacion de la VF.

Tejido Bidimensionales

En cuanto a los resultados encontrados sobre la vulnerabilidad a reentradas
en tejidos bidimensionales, se observo que durante los 10 primeros minutos de
isquemia, la vulnerabilidad de un tejido 2D a un circuito reentrante tuvo su
mayor probabilidad de ocurrencia en el minuto 6 de isquemia, ademds de poseer
una forma de campana. Esta situacion se presentd tanto en condiciones de
control (sin farmaco) como en todas las concentraciones de lidocaina estudiadas.

Por otra parte, las reentradas encontradas son altamente estables, ya que los
circuitos reetrantes producidos a través del protocolo S1-S2 generaron
reentradas en forma de ocho las cuales fueron mantenidas durantes varios
segundos, pero en ningln de los casos se obtuvo una rotura del frente de onda. A
su vez, las reentradas en forma de ocho encontradas han sido similares a las
encontradas por otros autores en corazones reales [Janse et al. 1980; Janse y
KIéber 1981; Klébler 1987]. Este efecto también ha sido observado por otros
estudios realizados bajo simulaciones [Rodriguez et al. 2004; Bardou et al.
1995; Clayton y Holden 2005].

En esta situacion de reentrada en figura de ocho estable, los datos
encontrados sobre la ventana vulnerable (VV) muestran que la lidocaina la
incremento en todos los minutos de isquemia estudiados, sugiriendo un efecto
pro-arritmico del farmaco. Al mismo tiempo, Starmer comprobd
experimentalmente como la VV se increment6 al bloquear el canal de sodio a
niveles celulares [Starmer et al. 1991; Starmer et al. 1992; Starmer et al. 1993;
Zilberter et al. 1994]. Estudios experimentales realizados en ventriculos de
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cobaya aislados [Nesterenko et al. 1992] y en auriculas de conejo [Starmer et al.
1992] revelaron también como el periodo vulnerable era incrementado debido a
el bloqueo en el canal de sodio. Este efecto fue atribuido a la reduccion de la
velocidad de conduccion generada por el bloqueo de la lidocaina [Starmer
1991], ya que como se explico anteriormente, el bloqueo del canal de sodio (el
cual reduce la excitabilidad y ralentiza la recuperacion de la excitabilidad en
células individuales), incrementa el gradiente espacial de excitacion de tal forma
que extiende el periodo vulnerable durante el cual un estimulo prematuro puede
iniciar una propagacion unidireccional.

De la misma forma, el comportamiento que se ha observado en las
simulaciones presentadas en esta tesis doctoral estan acorde a las simulaciones
realizadas por Cimponeriu et al., en donde utilizando un modelo bastante bésico
de bloqueo de canal de sodio se comprobo6 el efecto pro-arritmico de fArmacos
que bloquean dicho canal [Cimoneriu et al. 2003]. En sus simulaciones mostro
como al bloquear el canal de sodio en condiciones de isquemia, se presentd un
doble incremento de la VV debido a la reduccién de la conduccién generada
tanto por el bloqueo como por la patologia.

En nuestros resultados se muestra como la lidocaina reduce la velocidad de
conduccién con mayor intensidad en la zona normal que en la zona de borde e
isquémica del tejido. No obstante, aunque se presenta una disminucion en la CV,
el estimulo prematuro se propaga a través de la zona normal y de borde
bloqueandose en la zona isquémica (bloqueo unidireccional). A su vez, la
propagacion del estimulo alcanza la zona isquémica a través de la zona distal, la
cual se encuentra en las condiciones propicias para propagar dicho estimulo y
generar el circuito reentrante.

Diferentes trabajos experimentales han sugerido que el mayor mecanismo
para la facilitacion de reentradas debido a la accion de farmacos como la
lidocaina, es consecuencia a la critica reduccion de la velocidad de conduccion
en las diferentes zonas del tejido isquémico [Campbell 1990; Wyse et al. 1993;
Helie et al. 1995; Restivo et al. 1995; Yin et al. 1997]. Estos cambios regionales
en la velocidad de conduccion provocan una situacion en donde la propagacion
es mas rapida en una region mientras que en la otra es mas lenta, ocasionando un
desfase de la generacion de los potenciales de accion dentro del tejido,
propiciando asi que tanto la repolarizacion y la refractariedad también estén en
desfase entre las diferentes zonas, aunque la duracion del potencial de accion sea
la misma en todo el tejido. Algunos autores como Yin et al. y Fazekas et al. han
propuesto que farmacos bloqueadores del canal de sodio como la lidocaina
generan un incremento en la dispersion en la velocidad de conduccion entre la
zona normal y la zona isquémica. Este efecto es considerado por ellos como el
directo responsable de la facilitacion de reentradas ejercida por este tipo de
farmacos. Esta hipotesis ha sido sugerido pro diferentes autores [Kupersmith et
al. 1975; Kulbertus et al. 1978; Cardinal et al. 1981; Campbell 1983; Burgess et
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al. 1985; Carson et al. 1986; Hondeghem 1987; Fazekas et al. 1994; Aupetit et
al. 1995; Yin et al. 1997; Sims et al. 2003 y Cimponeriu et al. 2003]. Nuestros
resultados muestran como la dispersion en la velocidad de conduccion se
disminuye debido al efecto reductor de la velocidad de conduccion ejercido por
la lidocaina sobre el tejido normal, mientras se mantiene constante en el tejido
isquémico. A la luz de nuestros resultados, el efecto de retardo de la conduccion
es el mayor responsable del incremento en la probabilidad a reentradas,
sugiriendo un efecto pro-arritmico del farmaco.

En los resultados encontrados se observd como el efecto de la lidocaina
sobre la VV se increment6 a medida que aumentaba el minuto de isquemia. Asi,
para el minuto 5 de isquemia, el incremento de la VV fue del 50 % para la
concentracion mas alta probada (100 umol/L de lidocaina), mientras que para el
minuto 7 éste incremento fue del 337 % para la misma concentracion. Este
aumento en la accion del farmaco ha sido encontrado también
experimentalmente por Campbell y Wyse et al. En sus estudios observaron
como a medida que aument6 el grado de dafio miocardico, se incrementd la
probabilidad que la accion del farmaco ayude a facilitar o/a potenciar el sustrato
para la ocurrencia de circuitos reentrantes [Campbell 1990; Wyse et al. 1993].

A su vez, en el minuto 7 de isquemia en condiciones de control, se encontro
como los limites inferiores de la VV fueron desplazados hacia CI mas tardios.
Este efecto se produjo como consecuencia de un BDB del estimulo prematuro,
el cual generd una disminucion de la duracion de la VV. Asi, en los ultimos
minutos isquemia aguda la probabilidad de que un estimulo prematuro provoque
una reentrada es menor. Datos experimentales de Wu y Zipes demostraron como
en ventriculo aislado de perro y en condiciones de isquemia aguda la
vulnerabilidad a reentradas se decremento cuando se gener6 un BDB [Wu y
Zipes 2001]. Bajo la presencia de lidocaina también se observdo como la
duracion de la VV fue menor, ademas de la aparicion del BDB, el cual ocasiono
un desplazamiento de los limites inferiores de la VV en el minuto mas avanzado
de isquemia aguda estudiado. No obstante, el incremento de la VV fue mayor
para este minuto en las diferentes concentraciones de farmaco.

En cuanto al BDB en el minuto 7 de isquemia, en nuestras simulaciones se
encontrd que la lidocaina reduce el BDB. En condiciones de control la duraciéon
del BDB fue de 55 ms, bajo la presencia de 50 y 100 umol/L de lidocaina la
duracion fue del 53 y 34 ms, respectivamente. Con lo cual la duracion de la
ventana vulnerable fue incrementada a medida que se aumenta la concentracion
de farmaco. El mayor efecto generado por la lidocaina en este minuto es
explicado a través del incremento en la acidosis que sufre el tejido, con lo cual
hace que se incremente el efecto pro-arritmico del farmaco bajo estas
condiciones. Datos encontrados en simulaciones en tejido con isquemia aguda
han afirmado que la causa del BDB esta relacionado con la insuficiente
activacion de los corrientes de In, ¥y Ica, las cuales no permiten el desarrollo del

211



Capitulo VI Discusion

PA como consecuencia de la severa acidosis [Trenor et al. 2007]. No obstante,
Shaw y Rudy otorgan una mayor importancia a la corriente Ic, como mecanismo
generador del bloqueo de la propagacion cuando la corriente Iy, es deprimida.
Asi, el posible mecanismo i6nico responsable del decremento del BDB es la
activacion de la corriente de Ic, cuando la corriente Iy, es deprimida por la
lidocaina. Simulaciones realizadas en fibras unidimensionales por Trenor et al. y
Wang y Rudy han demostrado como el bloqueo de la corriente Iy, favorece el
bloqueo de la propagacion, haciendo a la corriente I, responsable sobre el BDB
[Trenor et al. 2005, Wang y Rudy 2000]

En cuanto al patrén de reentrada éste no fue alterado por el farmaco, lo cual
fue observado experimentalmente por Helie et al. en corazones de perro [Hélie
et al. 1995] y comprobado en nuestras simulaciones.

Algunas controversias han surgido como consecuencia de los resultados
arrojados por algunos estudios en donde la lidocaina tiene efectos antiarritmicos
bajo condiciones de isquemia. El incremento que este farmaco genera sobre el
periodo refractario podria ocasionar una prolongacion de la refractariedad, asi
un estimulo prematuro no encontrara al tejido en condiciones propicias para la
propagacion del estimulo, previniendo el circuito reentrante [El-sherif et al.
1977; Patterson et al. 1982; Krejcy et al. 1992; Yin et al. 1994]. Este efecto
antiarritmico serd posible siempre y cuando la depresion sobre la velocidad de
conduccién no sea mayor. En las simulaciones realizadas en esta tesis doctoral
se encontrd que para un BCL de 200 ms el incremento en el ERP fue del 0.8 %,
1.6 % y 5.8 % para las concentraciones de 20, 50 y 100 umol/L de lidocaina
respectivamente, mientras que el decremento en la CV fue del 10 %, 23 % y 36
% para las mismas concentraciones. De tal forma, el incremento en el ERP fue
menor al decremento en la CV. Estos resultados fueron corroborados con los
datos encontrados experimentalmente en ventriculos de perros, en donde se
observo como la reduccion de la CV era mayor al incremento del ERP cuando se
encontraba el tejido bajo la influencia de la lidocaina en los diferentes ciclos de
estimulacion estudiados [Aupetit et al. 1995; Yin et al. 1997].

22 Efecto de la Lidocaina y el Bloqueo de I, sobre las
Condiciones de Isquemia Aguda y la Ventana
Vulnerable

Al comprobar el efecto pro-arritmico de la lidocaina a través de la ventana
vulnerable en condiciones de isquemia aguda, se estudid el efecto que puede
tener la combinacion de la lidocaina con otros farmacos clase III, para
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determinar la accion de la lidocaina bajo estas condiciones. Conjuntamente
también se observé efecto antiarritmico de éstos farmacos.

Para estudiar el efecto de la combinacion de farmacos antiarritmicos se ha
utilizado todas las concentraciones de lidocaina utilizadas por esta tesis doctoral,
ademas se considerd un bloqueo del 70 % de la Ik, ya que corresponde
aproximadamente al valor de bloqueo alcanzado por las concentraciones
comunmente utilizadas tanto tedrica como experimentalmente [Saiz et al 2003].
Para el desarrollo de las simulaciones se simuldé de manera general la accion de
farmacos clase 111, los cuales actuan prolongando la duracion del potencial de
accion. Experimentalmente se ha comprobado como estos farmacos influencian
el proceso de repolarizacion [Colatasky et al, 1990], asi como una prolongacién
del ERP genera una fuerte accién antiarritmica. Se conoce tedricamente que la
longitud de onda de una reentrada es medida como el producto de la velocidad
de conducciodn y el periodo refractario. Si la isquemia produce un acortamiento
del potencial de accion la reentrada podra ser generada mas facilmente. Una
reentrada no podrd ocurrir si la conduccidon es mucho mas rapida o si el ERP es
mucho mas largo. De esta forma, una manera de prevenir la aparicion de
reentradas es incrementando el ERP como se ha comprobado experimentalmente
que actian los farmacos clase III como son el dofetilide, almokalant, tedisamil
[Chen et al. 1996, Rees y Curtis 1999; Barret et al. 2000; Sarraf et al. 2003]. No
obstante, estos farmacos poseen limitaciones, ya que se encontr6 como su
excesiva prolongacion sobre el APD incrementa el riesgo de Torsade de Pointes
(TsP), ocasionando un efecto pro-arritmico [Jackman et al. 1988; Carlsoon et al
1993; Cheng et al. 1996]. A su vez, éstos farmacos actian de manera
dependiente de la frecuencia de estimulacion pero de forma inversa.

Para determinar el efecto pro o antiarritmico de la combinacién de estos
farmacos hemos utilizado el concepto de vulnerabilidad. Para ello se utilizaron
las concentraciones de 20, 50 y 100 umol/L de lidocaina. En nuestros resultados
se encontro que la mayor probabilidad de ocurrencia a las reentradas se observo
en el minuto 6 de isquemia tanto en condiciones de control (bloqueo de Ik;)
como bajo la presencia de las diferentes concentraciones de lidocaina.
Asimismo, los circuitos reentrantes son altamente estables y no se produjeron
roturas del frente de onda. En esta tesis se encontré como el bloqueo s6lo de la
Ik, disminuye la ventana vulnerable (VV). Asi, en el minuto 5 de isquemia no se
encontraron reentradas, mientras que en el minuto 6 y 7 de isquemia las VV se
redujo en un 34 % y 25 %, respectivamente. Al incorporar la lidocaina, las VVs
se incrementaron para estos mismos minutos, de esta forma se ratifica la accion
proarritmica de la lidocaina en condiciones de isquemia aguda.

Como se ha expuesto con anterioridad, los pocos estudios experimentales
realizados que combinan la acciéon de dos farmacos hacen dificil la validacion de
los resultados encontrados en nuestras simulaciones, ademas de ser obtenidos
para determinados farmacos clase III. Asi por ejemplo, Amino en su estudio
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comprobo la accidén de la combinacion de nifekalant y lidocaina a través de la
VV [Amino et al. 2005]. El nikefalant es un farmaco clase III, bloquea la I, y
de manera individual actia prolongando el APD, reduce la longitud del ciclo de
la VT y causa desestabilizacion de las espirales tipicas de la VT. No obstante,
éste farmaco posee las caracteristicas de los farmacos clase 111, es decir, en bajas
frecuencias de estimulacion genera TsP. Amino et al. en su estudio encontr6 que
la VV se incrementd cuando utiliz6 la combinacién de la lidocaina y el
nifekalant, ya que el efecto de prolongacion de APD generado por el nifekalant
fue invertido cuando se incorporaron las diferentes concentraciones de lidocaina.
En condiciones de control (sin farmaco) se obtuvd una VV de 100 ms (CIs =
130~230 ms), al introducir 0.5 umol/L de nifekalant la VV se redujo a 70 ms
(CIs = 200~270 ms) y bajo la presencia de la lidocaina la VV se aument6 a 100
ms (ClIs = 170~270 ms). Al compararlos con los resultados obtenidos, estos son
semejantes ya que se encontrdé como la VV se incrementd cuando la lidocaina
fue introducida, ademas también se observd como los limites inferiores fueron
desplazados hacia valores mas alejados del ultimo estimulo basico. Cabe
destacar que éste autor es el Unico que caracteriz6 el efecto de la lidocaina y un
farmaco clase I1I a través de la V'V.

Otras observaciones realizadas por Canyon et al. mostraron un beneficio a la
hora de mezclar la lidocaina con la adenosine, ya que encontrdé como a través de
mediciones en los parametros del ECG, la combinacion de estos farmacos
reduce el tamafio del infarto y la terminacion de arritmias ventriculares severas
(VT y VF)[Garraf et al. 1998; Canyon y Dobson 2004; 2005]. En su estudio
concluy6 que la accion antiarritmica de ésta mezcla se basa en la integracion de
tres procesos: uno electrofisioldogico, uno mecanico y otro metabdlico.
Adenosine es un farmaco clase III, el cual retarda el ritmo sinoauricular y
auriculoventricular y reduce la contractibilidad auricular, mientras que la
lidocaina como se ha mencionado anteriormente reduce la CV en condiciones de
isquemia. Esta reduccion en la excitabilidad auricular y ventricular, el posible
acortamiento del potencial de accion y el enlentecimiento de la repolarizacion
proporcionados por la mezcla de éstos farmacos, darian la explicacién a la
terminacion de arritmicas ventriculares. En nuestro estudio no se comprobo este
efecto debido a que en esta tesis nos centramos en tejidos ventriculares, no
obstante, como lineas futuras nos hemos planteado realizar un estudio del efecto
de la lidocaina en diferentes tejidos cardiacos y los resultados de Canyon nos
dan un punto de partida para el planteamiento de futuras simulaciones.
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23 Limitaciones del Modelo y Estudio

El modelo de potencial de accion utilizado en este trabajo se compone de las
ecuaciones del modelo LR fase II [Luo y Rudy 1994], ademas de incluir las
ecuaciones de Igarp formuladas por Ferrero et al. [Ferrero et al. 1996]. Las
limitaciones del modelo, seran las propias de las ecuaciones utilizadas por Luo y
Rudy, ademas de las inherentes a las ecuaciones utilizadas para simular el
comportamiento eléctrico de las corrientes i6nicas.

En cuanto al desarrollo del modelo de la accion de la lidocaina, una
limitacion fue la falta de mas resultados experimentales en donde se mostrara el
efecto del farmaco en diferentes valores de pH, ya que para la estimacion de
parametros nos hemos tenido que basar sélo en los resultados experimentales de
Schwartz, ya que son las inicos que presentan la variacion del pH en funcion del
niumero de estimulaciones utilizando diferentes valores de pH y de BCLs de
estimulacion [Schwartz 1977].

Por otra parte, el modelo de isquemia presenta algunas limitaciones, ya que
el efecto de la acidosis no ha sido considerado de manera precisa. Para el
desarrollo de esta tesis se intentd modelizar la dependencia de las variaciones
del pH sobre el canal de sodio. No obstante, los datos experimentales
encontrados son muy pocos, por lo que al modelizar y comprobar la bondad del
modelo, los resultados arrojados no eran lo suficientemente precisos. Por tal
motivo, se optd por considerar un bloqueo del 25 % del canal de sodio y calcio
en la zona isquémica, como ha sido considerado en muchos trabajos que
modelizan las condiciones de isquemia.

También se han pasado por alto otros efectos electrofisioldgicos conocidos
durante la fase de isquemia aguda, como la inhibicién parcial de la bomba sodio
potasio y las alteraciones en la corriente rapida de sodio o la disminucion de
volumen del espacio extracelular. Asimismo, las simulaciones de este trabajo
son realizadas en dos dimensiones, por lo que no se ha tenido en cuenta la
distribucion transmural del tejido. La heterogeneidad presentado por las 3 clases
de células del tejido cardiaco (endocardio, epicardio y células m) introducen un
factor relevante para la generacion de reentradas, de este modo las simulaciones
tridimensionales nos ayudarian a cuantificar de manera precisa el efecto del
farmaco sobre la complejidad del tejido isquémico.

El tejido cardiaco presenta una morfologia compleja y a la hora de simularlo
computacionalmente se realizan simplificaciones en donde en el proceso de
calculo introduce pequefias alteraciones en los resultados. No obstante, muchos
de ellos han sido corroborados con datos experimentales. Al adicionar
patologias como la isquemia, es necesario introducir variables espaciales las
cuales hacen al tejido mas realista, pero que a la hora de realizar el calculo
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requieren grandes recursos de computo. Por tal motivo, se ha optado por reducir
el tamafio del tejido a simular. Asimismo, el planteamiento de realizar
simulaciones tridimensionales estan limitadas debido a que requeririan bastante
mas condiciones de computo.
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES

En la presente tesis doctoral se formula un novedoso modelo que permite
simular la accion del farmaco antiarritmico lidocaina sobre las principales
caracteristicas electrofisioldgicas de las células del tejido ventricular, tanto en
condiciones normales como en condiciones patologicas. Una de las principales
aportaciones del modelo es la introduccion del efecto del pH sobre la accion de
la lidocaina, lo que permite (por primera vez) la simulacién realista de los
efectos de dicho farmaco en tejidos sometidos a situaciones de isquemia. A
través del concepto de la vulnerabilidad a reentradas sobre tejidos isquémicos se
ha estudiado el efecto antiarritmico y pro-arritmico de la lidocaina sobre este
tipo de tejidos.

A continuaciéon se resumen las principales conclusiones de este trabajo,
relacionandolos con los objetivos expuestos en el capitulo 2.

1. Plantear un modelo matematico que representa la accion de la
lidocaina a nivel celular en tejidos ventriculares, incluyendo el efecto del pH

Se ha planteado un modelo matematico que tiene en cuenta la accion de las
dos formas en las que se puede encontrar la lidocaina (forma cargada o forma
neutra), en funcién del pH extracelular. Este modelo es un aporte original de
esta tesis.

Se ha desarrollado un método de identificacion de las diferentes constantes
de asociacion y disociacion basado en algoritmos genéticos que permite un
ajuste de los resultados experimentales con un error inferior al 10%.

2. Incorporar el modelo mateméatico del farmaco dentro del modelo de
potencial de accién ventricular ya existente. Evaluar y comprobar la accion de
la lidocaina sobre las diferentes caracteristicas del potencial de accion

Se ha comprobado que, en condiciones normales, la lidocaina disminuye el
pico de la corriente rapida de sodio (Ina), €l valor de la derivada maxima del

potencial de accién (Vp,, )y la velocidad de conduccién (CV). Ademas, se ha
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observado que este efecto es mas acusado para mayores concentraciones del
farmaco y frecuencias de estimulacion mas elevadas.

Se ha estudiado el efecto del pH sobre la accion de la lidocaina y se ha
observado un incremento de dicha accién a medida que el pH disminuia. Este
estudio es un aporte original de este trabajo.

Nuestros resultados muestran que la lidocaina aumenta ligeramente el
periodo refractario efectivo (ERP). So6lo se observo un aumento significativo del
mismo para elevadas concentraciones del farmaco y altas frecuencias de
estimulacion. Ademas, la lidocaina apenas afecta a la curva de restitucion de la
duracion del potencial de accion (APD), debido al leve cambio generado por la
lidocaina sobre el APD.

Sin embargo, la lidocaina si tiene un efecto importante sobre la curva de
restitucion de la CV, efecto que se incrementa para valores bajos de pH. Este
estudio y su conclusion es un aporte original de este trabajo.

3. Evaluar el efecto antiarritmico o pro-arritmico de la lidocaina en
condiciones de isquemia regional

Se estudio el efecto de la lidocaina sobre la probabilidad de generar bloqueos
unidireccionales (UDB) cuando se aplica un estimulo prematuro en un tejido
unidimensional. Se estudiaron dos condiciones de estimulacion prematura de un
tejido isquémico: (a) estimulo prematuro aplicado en el mismo lugar que la
estimulacion basica y (b) estimulacion prematura aplicada en una célula
diferente situada en la zona de borde. Nuestras simulaciones muestran que en
ambas situaciones la aplicacion de lidocaina redujo la ventana de bloqueo (VB)
y por lo tanto la probabilidad de generacion de bloqueos unidireccionales,
indicando un efecto antiarritmico del farmaco. Este estudio es una aportacion
original del presente trabajo.

Al analizar la accion de la lidocaina sobre el tejido isquémico se encontrd
como el farmaco actiia de manera diferente en las diversas zonas del tejido. El
farmaco disminuye la velocidad de propagacion en el tejido normal y en el
tejido de la zona de borde, si bien no actua sobre la velocidad de propagacion en
la zona central isquémica. La lidocaina disminuye la dispersion de la velocidad
de conduccion entre el tejido de la zona central isquémica y el tejido de la zona
normal y de borde, si bien se observd un ligero aumento de la dispersion
espacial de las velocidades entre la zona normal y la region de la zona de borde
cercana a la zona normal.

El estudio realizado en tejidos isquémicos bidimensionales demuestra que la
lidocaina aumenta la ventana vulnerable, en la aparicion de reentradas estables
mediante la aplicacion de un estimulo prematuro. Por ello, bajo estas
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condiciones, la lidocaina tendria efectos pro-arritmicos. Dichos efectos pro-
arritmicos aumentan con la concentracion de lidocaina.

Nuestro estudio ademds concluye que la accion pro-arritmica de la lidocaina
sobre la ventana vulnerable aumenta cuando se hacen mas severas las
condiciones de isquemia debido al incremento de la acidosis (decremento del

pH).

4. Evaluar el efecto antiarritmico o pro-arritmico de la combinacién de
lidocaina y farmacos clase |1l en condiciones de isquemia regional

Se analiz6 el efecto que tiene la combinacion de la lidocaina con fArmacos
antiarritmicos clase III. Para ello se incorpor6 en el modelo un bloqueo del 70 %
de la corriente diferida de potasio (Ix;) al mismo tiempo que se aplicaba
lidocaina. Nuestro estudio demuestra que la aplicacion simultanea de farmacos
clase III y lidocaina, tiene un efecto pro-arritmico menor que el que presenta la
lidocaina.

Conclusion final:

Se ha presentado un detallado modelo de los efectos del farmaco lidocaina
sobre las propiedades electrofisiologicas del tejido ventricular, tanto en
condiciones normales como en condiciones de isquemia regional, y se han
estudiado los efectos antiarritmicos y pro-arritmicos de su aplicacion sola o en
combinacién con farmacos clase IIl. Es necesario destacar que es la primera vez
que se implementa el efecto del pH, el cual juega un papel muy importante
dentro del estudio de patologias como la isquemia. Ademas, se utiliza un modelo
matematico de la accion de un farmaco clase Ib (lidocaina) para estudiar efectos
pro-arritmicos del mismo en tejidos sometidos a estas situaciones patologicas.

En la presente tesis doctoral se ha demostrado la utilidad de la modelizacion
matematica de farmacos antiarritmicos en el estudio de los mecanismos que
inducen su comportamiento antiarritmico o pro-arritmico.

A juicio de la autora, el presente trabajo aporta, ademas de los resultados
obtenidos en los diferentes estudios de simulacion, herramientas que permitiran,
por un lado, la realizacion de modelos matematicos de otros farmacos
antiarritmicos, y por otro lado, el estudio de su comportamiento en tejidos
normales y patologicos. La presente tesis doctoral realiza un aporte a la
modelizacion de farmacos antiarritmicos, ya que plantea un modelo matematico
que simula la acciéon de la lidocaina, firmaco que actiia bloqueando el canal de

221



Capitulo VII Conclusiones

sodio. Este planteamiento permite un estudio de la accion de la lidocaina en
diferentes condiciones.

24 Lineas Futuras

La realizacion de esta tesis ha contribuido al desarrollo de nuevos métodos
de modelizacion de farmacos antiarritmicos, con los cuales se puede abordar el
estudio de diferentes patologias para determinar la accion de los farmacos
antiarritmicos bajo determinadas condiciones. Aunque en esta tesis se tratd de
caracterizar de manera completa la accion de la lidocaina, el estudio de fArmacos
antiarritmicos comprende una amplia gama de situaciones que pueden generar
modificaciones en la accion de éste farmaco, abriendo el abanico hacia posibles
estudios futuros:

= Segln datos experimentales, la lidocaina podria ejercer una accion
antiarritmica al romper o prevenir las roturas del frente de onda de
circuitos reentrantes, previniendo la fibrilacion ventricular. Por tal
motivo, seria interesante estudiar la accion de la lidocaina bajo
condiciones de fibrilacion ventricular.

= En esta tesis se ha estudiado la accion de la lidocaina en condiciones
de isquemia aguda (Ia), que corresponde a los primeros minutos
después de la oclusion coronaria. Estudiar la accion del farmaco en
los minutos posteriores a los 10 primeros minutos que corresponden
a la fase de isquemia Ib, nos daria una completa caracterizacion de
la accion de este farmaco cuando se presente una oclusion coronaria.

= De acuerdo a los resultados obtenidos sobre la vulnerabilidad a
reentradas y el bloqueo unidireccional y bidireccional encontrado,
un analisis a través del factor de seguridad acerca de la evolucion de
las corrientes involucradas en dichos bloqueos, nos daria una nueva
perspectiva de la accién de este fdrmaco a nivel idnico y de
propagacion.

= También seria interesante comprobar la accion de la lidocaina al ser
introducida en diferentes tipos de tejidos cardiacos como: el
auricular, de Purkinje, etc. Y comprobar la accion de este farmaco al
presentarse patologias como la fibrilacion auricular, DAD, EAD,
Tosade de Pointes, etc.

= Realizar simulaciones en tejidos tridimensionales, nos otorgaria
resultados mas reales de la accion del farmaco, ya que se
involucraria la heterogeneidad transmural del tejido, la cual es una
condiciéon importante en la generacion de circuitos reentrantes.
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Anexo

Anexo 1. Modelo modificado de Luo Rudy para el potencial de
accion ventricular en miocitos de cobaya

Consideraciones geométricas

Dimensiones de la célula: Largo: L=100 um - Radio: =11 pm
Volumen celular: V= L=38107 ne

Area geométrica de la membrana: AGeo= 2’ +2mrL=0.767-10" cm?
Area capacitiva de la membrana: Acap= Reg Ageo=1.534 10" cm?
Volumen del mioplasma: Vinyo= 0.68 - VC611=25.84'10'6 ne
Volumen mitocondrial: Vmito= 0.26 - VCe”:9.88'1O'6 ns
Volumen del RS: Vsr=0.06 - Vcei=2.28-10 uL

Virs= 0.0552 + Vi =2.098-10° L
Visg=0.0048 * V=0.182-10° pL
Volumen del espacio intersticial: Velet=(12%/88%)"V cey=5.182" 10° pL

Capacidad especifica de la membrana celular: Cm=1 ;JF/(:m2

2 Concentraciones ionicas normales

[K']o= 4.5 mmol/L
[K'];= 145 mmol/L
[Na'],= 140 mmol/L
[Na'];= 10 mmol/L
[Ca®'],= 1.8 mmol/L
[Ca’"]i=0.012 umol/L
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3 Unidades
Magnitud Unidades
Corrientes LA/uF
Potenciales mV
Concentraciones mol/L
Volumenes uL
Temperatura °K

Constante de Faraday (F) C/mol
Constante de Boltzman (B)  J/(mol°K)
Conductancias mS/uF

Tiempo ms

Ecuacion de cambio de las concentraciones:

dsh _ A, S
dt ViyoZsF 77

donde [S]; es la concentracion del i6n S, la I es la suma de la corrientes
ionicas en la que participa dicho i6n, F es la constante de Faraday.

4 Ecuaciones de las corrientes ionicas

= Corriente de rapida de sodio (Ina)

Ina =Gna-m®-h-j-(V —Epa)
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donde Gy, es la conductancia maxima de los canales de sodio y su valor es

de 16 mS/cm’ y Ex, es el potencial de equilibrio del sodio que viene dado por la
ecuacion:

_ RT . jny(INa’]
Ena = ?-ln(ﬁ)

siendo [Na'], = 140 mmol /L y [Na']; = 10 mmol/L

m, h y j son las compuertas del canal de sodio y su evolucion temporal estan
determinadas por la ecuacion:

dy/dt = (Y, —y)/1y;
T, =1(oy +By)
Yoo =0Ly/(OLy +By)

dm
Ezam'(l_m)_ﬁm'm

032V +47.13)
m = 0.L(V+47.13)

-V
By =0.08-¢!l
dh
—=ap-(1-h)=B;-h
dt h h
ap=0
_ 1
ParaV > —-40mV = <fp = 71068
0.13(1+¢ —11.11)
(80+V)
ParaV <—40mV = {ap =0.135-¢ —68
B =3.56-e007V 1 31.10° .03V

di . .
a=0€j'(1—l)—ﬁj ")
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O(,j=0

ParaV >-40mV = (—2535-10’7-V)
g _03e
| =

1+e—0.1-(v +32)

~ (—1.2714~105 @0V 34741077 g 004N ) (v +37.78)
aj= 0311-(V+79.23)

1+e
0.1212.¢(-0.01052)
—0.1378-(V +40.14)

ParaV <—-40mV =
Bj

71+e

= Corriente de calcio a través de los canales tipo L (lca)

IcaL) =lca+lca,k +!lcaNa
lca=d-f-fca-lca

lcak =d-f-fca-lcak
IcaNa =0 ffca-lcaNa

donde Icy, Icak ¥ Icana S€ riguen por las siguientes ecuaciones:

[ 7057
RT
T _pe g2 V2 [rcaf{cale {vcaly| cal,
ca=Pea 225 T -
Pca =54-10%cm/s [ycali =1 [Cal; rest =0-12umol /L
Zca=2 [vcal, =0.341 [Ca], =1.8mmol /L
[ 2107 )
a8 RT
2 vE2 [yna}{Na]-e ~ vnaly{ Naly

lca,Na =PNa " ZNa 7 VF

Pna =6.75-107cm/s [yna)i =0.75 [ Nal; =10mmol /L
Zna =1 [YNnalp =0.75 [Nal, =140mmol /L

vE
v.F2 [YK]i-[K]re(ZK RTJ—[YK]o'[K]o

- _ 2
lcak =Pk 2k g7 ( V-Fj
e -1
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Pk =1.93-10"em/s [y |y =0.75 [KJ; =145mmol /L
Zk =1 [vk], =075 [K], =5.4mmol/L

Y oy -1-d)-pg -

dt
~(V+10)
_ 1 _ e 6.24
doo =——w10)  “d =9 "G035v+10)
Lie 6.24 ;
_Ue g
%d ==y Ba =,
df
S i a-f)-py-f
el (1-f)-B¢
fp = 1 + 0.6 Tf = 1
(V+32) (50-V) [0.0337:(v+10)P
o 1t
of = Br=—

m,Ca

Km,ca =0.6umol /L

= Corriente de calcio a través de los canales tipo T (lcam)

Ica(T) =Gca() b2 g-(V ~Eca)

€Ca(T) es la conductancia maxima y su valor es 0.05 mS/puF

Ec. es el potencial de equilibrio del calcio y viene determinado por la

euacion:
_RrT [ Cak
Eca = F ln(ml—J

b y g son las compuertas de activacion e inactivacion respectivamente, que se

define del siguiente modo:

by b
at
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— 6.1
Ty =3.7 +W
l+e 43

b =

1
—(V+14)
leel 108

dg _ 9o -9

dt g

— 1

Geo = [(\/+60) 12 paraV > 0.0mV
1+e

-0.875-V +12 paraV <0.0mV
‘Cg =
5.6 }

= Componte rapida de la corriente diferida rectificadora de potasio
(Ikr) y componente lenta de la corriente rectificadora de potasio

(I Ks)

Ikr :EKI"Xr'R'(V—EKr)

Gkr es la conductancia maxima y su valor se calcula

= Ko
Gkr =0.02614 1= 2

Ex: es el potencial de equilibrio del potasio y viene determinado por la
o _RT. Kl
euacion: Eg, = S h{lﬂ_]
X,y R son las compuertas de activacion dependiente del tiempo y de
inactivacion independiente del tiempo respectivamente y estan definidas de la
siguiente forma:

1

Xroo = _[(V+21.5)]
1+e 73

Tro = L
[ 0.00138(v+14.2) . 0.00061(v+38.9) ]
1

o 0.123(V+142) " 0.145(V+38.9)_

dXr  Xpo X

dt Troo

R=—1

(V+9)
224

1+ e[

Iks =GKks - Xs1 - Xg2-(V ~Es)
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Gks es la conductancia méaxima y su valor se calcula a traves de:

Gks =0.433- 1+¢14
3.8E-5|
1+
[ [Ca ]

Exs es el potencial de equilibrio del potasio y viene determinado por la
RT. [[K]0+PNa,K'[Na]0]

n
F K|+PNa,KNaI

X1 ¥ X2 son las compuertas del canal y se definen asi:

euacion: Egg =

dX s _ Xsoo =Xl

dt Txsl

dXs2 _ Xsoo —Xs52
dt Txs2

1

701/71 5) Txsl = s -4
(7j 7.19107°(V+30)  1.31107%(V+30)
l+el 167 | o-0.148(V+30)  ,0.0687(V+30)_,

XSoo:

] Txs2 =4 Txs]

= Corriente de potasio independiente del tiempo (k1)

Ik1 =GK1-Kly(V —Ek1)

_ L . = (Ko
Gk es la conductancia maxima y se calcula a través de  Gkj =0.75- e

y Ex es el potencial de equilibrio y esta dado por: Eg; :%- ln['[[Kﬂ]%j

y la compuerta K, es:

_ak
Koo = G+ Pt

g = 1.02
110:2385-(V-EK1-59.215)

Bu = 0.49124.60-08032-(V ~E 1 +5.476) , ,0.06175-(V ~E 1 —594.31)
1+e—0:5143-(V—EK1+4.753)
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= Corriente de meseta de potasio (Ikp)
Ikp =6Kp -Kp-(V -Ekp)

GKp es la conductancia maxima y se calcula a través de EKp =0.0183mS /pF ,
Ek1 es el potencial de equilibrio y esta dado por Ey, =Ey, y la compuerta es

representada por la ecuacion:

_ 1
Kp = (7.488-V)

lie 598
= Corriente de potasio dependiente del sodio (lxna)

Ik (Na) = 9Kk (Na)" PoNai - Pov (v -Ex)
Ok (Na) = 0.12848 mS/uF la conductancia de membrana maxima de Iy (na)

P,v la dependencia del potencial de membrana, que se formula como:

—08/__—_065
Pov =08 V1125

1+e 15

Ponai la dependencia de [Na'];, formulada como:

0.85

Pona: =085
oNai 1+(Kp /[Na]; )"

con Kp=66 mM yn=2.8
= Corriente de potasio dependiente de ATP (Ikartr))

Ik(aTP)=0-90 PO - fATP Vi - Ek(ATP))
o es la densidad de canales

g, es la conductancia unitaria, que corresponde a un canal completamente
abierto y se formula como:

go=vo fn-fr-fH
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0.24
E}g
=35.375-
1o ( 5.4 }

1

Kh,mg

fm =

donde n = 1 y Ky mg es la constante de semisaturacion que depende el
potencial de membrana como indica la siguiente ecuacion:

[ 28MmgF
e

vm]
RT ~0.31-,IK+E+5

0
KhaMg = Kh,Mg ’
1
N s
Na+L
1+
Kh,Ns

donde n = 2 y Ky, ns es la constante de semisaturacion que depende el potencial
de membrana como indica la siguiente ecuacion:

0 Y L
Kh,Na =Kjy na '€

T-To
f1=Q,!* donde Q)=1.3 y To=35.5°C

fiy =140.15-(pHj —7.4)
1

H([ATP]i ]H

Km

fatp =

K = 35.8+17.9[ADP]02%6

H =13+0.74-¢00ADP))

Exatp) s el potencial de equilibrio del potasio y se calcula como:

K
Ek (ATP) =%~1n(ﬂ-[l<]?]
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Corriente transitoria de salida (ly,)
lto = Gito '23'Y'RV (v -Ek)
Ex es el potencial de equilibrio del potasio

Gito=0.5mS/uF para el epicardio ventricular izquierdo
Gito =1.1mS/uF para el epicardio ventricular derecho

K
Ek =Exi1 —%-m[[ ]Oj

KR
Ry = eWOO)

dz
ot %z (1-2)-B;-z

10- exp( )
1+exp( )

10- exp( V +90 j

[ V +90 j
l+exp

TZ=1/(aZ+BZ)y ZOO=G'Z/(Q'Z+BZ)

dy
W:ay'(l_Y)_By‘y

Ty =1/(oy +By) ¥ Yoo =0ty Aoy +By)
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= Corriente del intercambiador sodio-calcio (Iyaca)

VE
N ey;4>gﬁ eRT [NaJ? [Ca] , ~[NaJ3 {Ca];
NaCa = %1 (71 VE [ VF

lecye  RT | eRT [NaJ} {Ca], +[Na]3 [Cal,

siendo ¢; = 0.00025 ¢, =0.0001 y=0.15

= Corriente de la bomba sodio-potasio (Inak)

T [Klo
INak =1NaK - fnak - L :
2 Ko +K
. Kom, Nai [Klo+Km, Ko
Nai

I_NaK = 225 },I.A/},I.F
KmNai = 10 mmol/L
Kiko = 1.5 mmol/L
1

_0.1.VE -VF
1+0.1245-¢ RT +0.0365-c-¢ RT

fNak =

= Corriente no especifica activada por calcio (Insca))

Ins,(ca) = Ins,K +Ins,Na

I'ns, K

s,k =——3
Km, ns(Ca)
4 ————=

[ca®*y;

V.F
- L v Dchilkhen|ze 58 Filo Tkl
I,k =Pas(Ca) 2k g7 VF
exp[ZK .ﬁj_l
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[vx]i = 0.75
[vxlo=0.75
Zx =1

I'ns, Na

3
Km, ns(Na)
[Na2*;

|ns, Na =

1+

yr2 Linali Nk oo{2na 57 |-lrmalo [ el

2
| =P 4 .
ns,Na = "ns(Ca) "“Na :
RT exp(zNa .\/Ri)_l

[Yna]i = 0.75
[Ynalo = 0.75
ZNa =1

Pns(Ca) = 17510-7 cm/s

Km7ns(Ca) = 1.2 mol/L
[kl +[Na+}o
n —-—=9%
[K]; J{Nﬂqi

Ens(ca) :%'1

= Corriente de la bomba de calcio (lpca))

| -1 (Ca) - [Calj
p(Ca) =P Km, p(ca)+[Calj

I_p(Ca) = 1.15 pA/pF Kinp(ca) = 0.5pmol/L

= Corriente de fondo de calcio (Icap)

Ica,b =Gca,b-(V —Eca,N)

_RT ,.[Calo
Eca.N =2F ln( [Cal; j

Gcap =0.003016 mS/pF
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= Corriente de fondo de sodio (Inap)

I'Na,b =GNa,b-(V —Ena,N)

Gnap =0.00141 mS/uF  Exon=Ena

5 Flujo de calcio del NSR al JSR (ITR)

Iy = [Caz}NSR{CaZLSR mmol/L/ms

Ttr

Ty = 180 ms

6 Calculo analitico del almacenamiento de calcio

‘}blz +4-c1 —bn

[Ca™* 1asR,new = 5

by =[CSQN]- [CSQN 4 — AlCalysr ~[Calisr old +Km,cson
¢ =Kpm,cson -([CSQN ]y +AlCalysr +[Calsr,old )
A[Caljsr =[Calysr,old ~[Calsr, new

= Corriente de liberacion de calcio del JSR inducido por el aumento
de calcio intracelular (Ire)

(Irel )CICR = drel - RYRopen - RYRclose ,(lCaer LSR - [Caz+l)

RyRopen :ﬁ
I+¢  Open
RyRclose =1 —ﬁ
L+e " close
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Irel

Orel =
e {('Ca(L)”Ca,b“ p(Ca)+|Ca(T)—2'|NaCa)+5}
0.9
1+e

Topen = Tclose = 0.5

Orel =150

= Almacenamiento de calcio en el JSR: Calsequestrina (CSQN)

=]
JSR

Buffered[CSQN] =[CSQN] 1 ——
[Ca LSR+Km,CSQN

CSQN = 10 mmol/L

Km,CSQN = (0.8 mmol/L

= Liberacion de calcio del JSR en condiciones de sobrecarga de
calcio

(Irel)jsr_oy =Grel -([Ca2+]J5R —[Ca2+]i) mmol/L/ms

Si [CSQN]>[CSQN i,

=t -t
Grel :grel ~(1-eon )'eTmcf

Gl = 4 ms’; [CSON]p = 0.7 0 mayor Tonp = Tor =2 ms y t =0 en el

instante de liberacion espontanea.

Si [CQSN]<[CQSN]tn

C?rel =0
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= Reticulo sarcopladsmico (Network Sarcoplasmac Reticulum) (NSR)

dNSR _ | eak — It VISR
“dt_ up-—leal "' VNSR

= Entrada y fuga de calcio en el NSR: I, corriente de calcio de

entrada el reticulo sarcoplasmico y ljeax

Iup—leak = Iup — lleak

Tup

Kleak ==——=—
o

NSR

Iyp = 0.00875 mmol/L/ms
lca2+JNSR =15 mmol/L
leak = Keak -lCaZJNSR mmol/L/ms

[Cazl

lyp =lup- ; mmol/L/ms
[Ca :| + Km, up
I

Iyp = 0.00875 mol/L/ms

Kinup = 0.92 pmol,L

= Concentracion de calcio en el citosol

9bc-2b%-27d
D) 3/2
2~(b —3c)

[Ca2+]i,newz%-\/b2—3c-cos _b

3 3

ar cos
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b =[CMDN [+ |TRPN |-[Calotal + Km, TRPN *+ Km,cMDN

c= (Km,CMDN “Km, TRPN )— ([Ca]total 'le,TRPN +Km,cMDN J)+
(TRPN . Km,CMDN )+(CMDN . Km,TRPN )
d =—(Km.7rRPN - Km.cmbN ) [Caltotal

[Caltotal = [TRPN]oId +[CMDN]oId +A[Cal; +[Calj,o1d

VNSR VISR
+('up —leak )'W—(l relcicr — !relJSRol )W

AlCalj __{ [ca] Acap

Las definiciones son las siguientes (las concentraciones se expresan en
mmol/L):

> [Ca®"]; corresponde a la [Ca*']; en el citosol

> [CSQN] es la concentracion de Ca®*  almacenada por la
calsequestrina en el JSR

> [csQN] es la concentracion maxima de Ca®" almacenada por la en el
JSR

> [CMDN] concentration of Ca*" almacenada por calmodulin en el
citosol

> [CMDN] concentracion méxima de Ca®" almacenada por calmodulin
en el citosol

> [TRPN] concentracion de Ca®" almacenada por la troponina en el
citosol

., (. 2+ .
> |TRPN| concentraciéon maxima de Ca” almacenada por la troponina
en el citosol

> Kmcson, Kmtren, ¥ Kncompn, las constantes de equilibrio en el
. 2+ . .
almacenamiento de Ca” por la calsequestrina, troponina, Yy
calmodulina, respectivamente

A[Ca”*"]; cambio en el total Ca®* durante un incremeto de tiempo.

v

Los subindices i, new, and old indican intracelular, paso de tiempo actual y
anterior, respectivamente.
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= Almacenamiento de calcio en el mioplasma

buffered [TRPN]:WJ_([%]LJ

i TKm, TRPN

Ca]l:
buffered[CMDN]:WJ,[%]

i *Km,CMDN

[TRPN] =70 pmol/L

[CMDN] = 50 pmol/L
Km,7rPN = 0.5 pmol/L
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