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RESUMEN

Hay una concienciacion cada vez mayor de la importancia de diferencias entre los
hombres y las mujeres, en edad adulta y preadolescencia, en la fisiologia y la
fisiopatologia del sistema cardiovascular. Una de las diferencias mas importantes
entre los hombres y las mujeres con respecto a sexo y a arritmias es el mayor riesgo
en mujeres de una taquicardia ventricular polimoérfica, conocida como Torsade de
Pointes (TdP), inducida por los farmacos que prolongan la repolarizacion. Ademas, el
género femenino es un factor de riesgo independiente para el sincope y la muerte
subita en el sindrome de QT largo congénito (SQTL), mientras los preadolescentes
varones presentan un mayor nimero de eventos cardiacos cuya letalidad es mas alta
que en preadolescentes del sexo femenino.

En este trabajo se han formulado nuevos modelos computacionales que permiten
simular las diferencias relacionadas al sexo y la edad en mamiferos. Los modelos de
adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra
incluyen las caracteristicas electrofisioldgicas de tejidos epicardico, midmiocardico y
endocardico haciendo posible la simulacion de la heterogeneidad transmural del
ventriculo. Se modelizaron los efectos del farmaco antiarritmico dofetilide con la
formulacion de Markov y se simularon la accidon de este farmaco en los modelos de
adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra, tanto
en cé¢lulas de cardiomiocitos como células del canal hERG, incluidas tipo silvestre y
de mutaciones en condiciones normales como en condiciones patoldgicas.

En esta investigacion se observo como el dofetilide redujo la componente rapida de la
corriente de rectificacion tardia produciendo una mayor prolongacion en la duracion
del potencial de accion (APD), incrementando la incidencia de postdepolarizaciones
tempranas (EADs) y aumentando la dispersion transmural de repolarizaciéon (DOR) en
todos los modelos. En base a los resultados en las diferencias relacionadas al sexo y la
edad con respecto a las mutaciones en el canal hERG (SQTL congénito) y el
producido por la prolongacién de la APD, EADs y DOR debido a la aplicacion del
dofetilide (SQTL adquirido o inducido por farmacos) se puede indicar que Ia
prevalencia de las hembras adultas a desarrollar el sindrome de QT largo, tanto
congénito como inducido por farmacos, es muy notoria con respecto a los machos
adultos. Con respecto a los resultados en preadolescentes, éstos muestran efectos muy
similares en la prolongacion de la APD, EADs y DOR entre machos y hembras,
aunque con una cierta prevalencia en los preadolescentes machos principalmente en
algunos de los efectos electrofisioldgicos reportados en mutaciones y con la
aplicacion de algunas concentraciones del farmaco dofetilide, haciendo reversible la
diferencia relacionada al sexo con respecto a los adultos.

Palabras clave: modelos matematicos, simulacion computacional, farmacos
antiarritmicos, dofetilide, sindrome de QT largo, sexo, edad, duracion del potencial de
accion, postdepolarizaciones tempranas, dispersion transmural de repolarizacion.



ABSTRACT

There is an ever-increasing awareness of the importance of differences between men and
women, in adulthood and preadolescence, in the physiology and pathophysiology of the
cardiovascular system. One of the most important differences between men and women
regarding sex and arrhythmia is the greater risk in women of a polymorphic ventricular
tachycardia known as Torsade de Pointes (TdP), induced by drugs that prolong
repolarization. Additionally, female gender is an independent risk ventricular factor for
syncope and sudden death in the congenital long QT syndrome (LQTS), whilst prepubertal
males have higher risk of lethal cardiac events than prepubertal females.

In this work, have been formulated new computational models that allow to simulate sex-
and age-related differences in mammals: adult male, adult female, prepubertal male and
prepubertal female models comprising electrophysiological characteristics of epicardial,
midmiocardial and endocardial cells making possible the simulation of transmural ventricular
heterogeneity. A model of dofetilide, an antiarrhythmic drug, was developed with markovian
formulation and incorporated into aforementionated ventricular cell models, which include
cardiomyocytes as hERG channel cells, wild type and mutations, in normal and pathological
conditions.

The results shown how dofetilide reduced the rapid component of delayed rectifier current
which contributed to longer prolongation of action potencial duration (APD), higher
incidence of early postdepolarizations (EAD) and increasing the transmural dispersion of
repolarization (DOR) in all models. Based results on sex- and age-related differences
regarding hERG mutations (congenital LQTS) and dofetilide application (acquired LQTS or
induced by drugs) pointed out that adult females have higher prevalence than adult males in
both LQTS. Prepubertal results shown that males and females had similar effects on APD
prolongation, EADs and DOR, however, prepubertal males had certain prevalence than
females, on electrophysiological effects in some mutations and several concentrations of
dofetilide making reversible the sex related differences compared with adults.

Keywords: mathematical models, computational simulations, antiarrhythmic drugs,
dofetilide, long QT syndrome, sex, age, action potential duration, early postdepolarizations,
transmural dispersion of repolarization.
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RESUM

Hi ha una conscienciacié cada vegada més gran de la importancia de diferéncies entre
els homes 1 les dones, en edat adulta i preadolescéncia, en la fisiologia i la
fisiopatologia del sistema cardiovascular. Una de les diferéncies més importants entre
els homes i les dones pel que fa a sexe i aritmies €s el major risc en dones d'una
taquicardia ventricular polimorfica, coneguda com Torsade de pointes (TDP), induida
pels farmacs que prolonguen la repolaritzaci6. A més, el génere femeni és un factor de
risc independent per la sincope i la mort sobtada en la sindrome de QT llarg congénit
(SQTL), mentre els preadolescents homes presenten un major nombre
d'esdeveniments cardiacs la letalitat és més alta que a preadolescents del sexe fementi.

En aquest treball s'han formulat nous models computacionals que permeten simular
les diferéncies relacionades al sexe i1 I'edat en mamifers. Els models d'adult mascle,
adult femella, preadolescent mascle i preadolescent femella inclouen les
caracteristiques electrofisiologiques de teixits epicardique, midmiocardique i
endocardique fent possible la simulacio de 1'heterogeneitat transmural del ventricle.
Es modelitzaren els efectes del farmac antiarritmic dofetilide amb la formulacio de
Markov i es va simular 'accid d'aquest farmac en els models d'adult mascle, adult
femella, preadolescent mascle i1 preadolescent femella, tant en c¢l.lules de
cardiomiocits com c¢l.lules del canal hERG, incloses tipus silvestre i de mutacions en
condicions normals com en condicions patologiques.

En aquesta investigacid es va observar com el dofetilide va reduir la component
rapida del corrent de rectificacio tardana produint una major prolongacio6 en la durada
del potencial d'acci6 (APD), incrementant la incidéncia de postdepolaritzacions
primerenques (EADS) i augmentant la dispersio transmural de repolaritzacié ( DOR)
en tots els models. En base als resultats en les diferéncies relacionades al sexe 1 l'edat
que fa a les mutacions al canal hERG (SQTL congenit) i el produit per la prolongacio
de 'APD, EADS 1 DOR causa de I'aplicaci6 del dofetilide (SQTL adquirit o induit per
farmacs) es pot indicar que la prevalenca de les femelles adultes a desenvolupar la
sindrome de QT llarg, tant congénit com induit per farmacs, és molt notoria pel que fa
als mascles adults. Pel que fa als resultats en preadolescents, aquests mostren efectes
molt similars en la prolongacié de 'APD, EADS i DOR entre mascles i femelles,
encara que amb una certa prevalenca en els preadolescents mascles principalment en
alguns dels efectes electrofisiologics reportats en mutacions i amb 1'aplicacio
d'algunes concentracions del farmac dofetilide, fent reversible la diferéncia
relacionada al sexe pel que fa als adults.

Paraules clau: models matematics, simulacié computacional, farmacs antiarritmics,
dofetilide, sindrome de QT llarg, sexe, edat, durada del potencial d'accio,
postdepolaritzacions primerenques, dispersid transmural de repolaritzacio.



Listado de abreviaturas y simbolos
Abreviaturas utilizadas en el texto:

t Constante de tiempo

A Longitud de onda de excitacion

[D] Concentracion de farmaco

ADP Adenosin Difosfato

APD Action potencial duration - Duracion del potencial de accion
ATP Adenosin Trifosfato

AV Auriculoventricular

BCL Basic cycle lengh — Ciclo bésico de estimulacion

Ca®" I6n calcio

CI Coupling Interval — Intervalo de acoplamiento

CV  Conduction velocity- Velocidad de Conduccion

DAD Delayed afterdepolarizations — Postdespolarizaciones tardias
DI Diastolic interval — Intervalo diastolico

DOR Dispersion of repolarization — Dispersion de repolarizacion
EAD Early afterdepolarizations — Postdespolarizaciones tempranas
ECG Electrocardiograma

ERC Electric restitution curve - Curva de restitucion eléctrica
ERP Effective refractory period - Periodo refractario efectivo

FA Farmacos antiarritmicos

GRT Guarded Receptor Theory

H" 16n hidrégeno

K" 16n potasio

LI Limite inferior

LS Limite superior

MRT Modulated Receptor Theory

Na" I6n sodio

NP No propagacion

PA Potencial de accion

PRA Periodo refractario absoluto

PRR Periodo refractario relativo

Xi



SA Sinoauricular

SQTL Sindrome de QT largo

TdP Torsade de Pointes

TDR Transmural dispersion of repolarization — Dispersion transmural de
repolarizacion

VF Fibrilacion ventricular

VT Taquicardia ventricular

Simbolos utilizados en las ecuaciones y en el texto:

[S]i Concentracion intracelular del i6n S

[S]Jo Concentracion extracelular del ion S

Cm Capacidad de membrana

C1 Estado cerrado 1

C2 Estado cerrado 2

C3 Estado cerrado 3

C1D Estado cerrado 1 bloqueado

C2D Estado cerrado 2 bloqueado

C3D Estado cerrado 3 bloqueado

Es Potencial de equilibrio del i6on S

F Constante de Faraday

farp Fraccion de canales K-ATP activados

gs Conductancia por unidad de superficie del canal i6nico s
Gs Conductancia maxima del i6n s

h Constante de Planck

I Estado inactivado

ID Estado inactivado bloqueado

Ic Intensidad que atraviesa la capacidad de membrana

Ica Componente de la corriente de calcio a través de los canales tipo L
Icay Corriente de calcio a través de los canales tipo L

Icary Corriente de Calcio a través de los canales tipo T
Icap  Corriente de fondo de calcio

Icax Componente de la corriente de calcio a través de los canales tipo L

por iones de potasio

Xii



Icana Componente de la corriente de calcio a través de los canales tipo L
por iones de sodio

Ies« Corriente de estimulacion externa

Lion Corrientes i6nicas

Ix Corriente diferida de potasio

Ixatpy Corriente de potasio dependiente de ATP

Ixkna) Corriente de potasio dependiente de sodio

Ix; Corriente rectificadora inversa de potasio

Ik, Corriente de meseta de potasio

Ik, Componente rapida de la corriente rectificadora tardia de potasio

Ixs Componente lenta de la corriente rectificadora tardia de potasio

Ina Corriente rapida de sodio

Ina Corriente persistente de sodio

Inap Corriente de fondo de sodio

Inaca Corriente asociada al intercambiador i6nico sodio-calcio

Inak  Corriente asociada a la bomba sodio-potasio

I,s Corriente no especifica

Insccay Corriente no especifica activada por calcio

Ioue Corriente saliente de la célula

Ipca) Corriente asociada a la bomba de calcio

I.ei Corriente de liberacion de calcio del JSR

I, Corriente transitoria de salida

I, Corriente de calcio de entrada al reticulo sarcopldsmico

ks Constante de Boltzmann

O Estado abierto

OD Estado abierto bloqueado

P(C1) Probabilidad total del estado cerrado 1

P(C2) Probabilidad total del estado cerrado 2

P(C3) Probabilidad total del estado cerrado 3

P(C1D) Probabilidad total del estado cerrado 1 bloqueado

P(C2D) Probabilidad total del estado cerrado 2 bloqueado

P(C3D) Probabilidad total del estado cerrado 3 bloqueado

P(I) Probabilidad total del estado inactivado

P(ID) Probabilidad total del estado inactivado bloqueado

Xiii



P(O) Probabilidad total del estado abierto

P(OD) Probabilidad total del estado abierto bloqueado
R Constante de los Gases

S Superficie de membrana

t Tiempo

T Temperatura

V., Potencial de membrana

Z; Valencia del i6n s

ASs;  Cambio en entropia

AH; Cambio en entalpia

Xiv



Listado de Figuras

Figura 1.1. Localizacion del corazon..............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeea 3
Figura 1.2. Partes del COrazon...........o.oeiiiiiiii i 4
Figura 1.3. Valvulas del corazon.............coooiiiiiiiiii e 6
Figura 1.4. Sistole cardiaco. ..........oouieiiiii i 6
Figura 1.5. Didstole cardiaca...........ooouoiuiiiniiiiii e 7
Figura 1.6. Sistema de conduccion del corazon..............oovvviiiiiiiiiinnie i, 8
Figura 1.7. Potenciales generados en el ciclo cardiaco...............cooeviiiiiinnnn.n. 9
Figura 1.8. Sefial de ECG normal..............ooiiiiiiiiiii e 10
Figura 1.9. Potencial de accion ventricular y sus corrientes ionicas involucradas....11
Figura 1.10. Registros de ECG en pacientes de SQTL tipo 2.........c.cooiieiiiinnnnn. 18
Figura 1.11. Relacion fenotipio — genotipo y patrones de ECG de los SQTLI1,

SQTL2 y SQT LS. 22
Figural.12. Probabilidad de primer evento cardiaco por edad y género................. 26
Figural.13. Probabilidad de evento cardiaco grave (parada cardiorespiratoria
recuperada y muerte stubita) por edad y g€nero .............oooiiiiiiiiiiiiiii e 27
Figura 1.14. Localizacion diagramatica de 162 mutaciones en el canal hERG ....... 29
Figura 1.15. Probabilidad acumulada del primer evento cardiaco para mutaciones

de sustitucion en diferentes localizaciones..............ooeoeviiiiiiiiiiiiiii, 30
Figura 1.16. Topologia del canal de potasio hERG................c.oooiiiiiiiiin. 32
Figura 1.17. La conformacién del canal hERG es dependiente del voltaje............ 33
Figura 1.18. Canal hERG y algunas mutaciones asociadas a LQTS..................... 34
Figura 1.19. El poro del canal hERG y la localizacion de los residuos

asociados a metanesulfonamidas..............oooviiiiiiiiiii 36
Figura 1.20. Diagrama de estados de la formulacion de Kiehn

parael canal hERG. ... ... oo 42
Figura 1.21. Diagrama de estados de la formulaciéon de Wang

parael canal hERG. ... ... 44
Figura 1.22. Férmula estructural del dofetilide. ... 50
Figura 1.23. Modelo de accion de las compuertas cuando un farmaco
bloquea un canal 10NICO. ... ..uiiui it 53
Figura 3.1 Diagrama esquematico del modelo Faber-Rudy 2000........................ 63
Figura 3.2 Esquema eléctrico general de la membrana celular........................... 64
Figura 3.3 Fibra unidimensional con 400 células.................cooiiiiiiiiiiiiiin, 71
Figura 3.4 Modelo eléctrico 1D de un tejido cardiaco............ovvveiiiiiinnann... 72
Figura 3.5 Propagacion unidimensional del PA. Circuito equivalente.................. 74
Figura 3.6 Fibra unidimensional y electrodo virtual para el pseudo-ECG.............. 79
Figura 3.7 Modelo del bloqueo de Ik, por dofetilide.................cooviiiiiiiii... 80
Figura 3.8 Modelo del canal hERG propuesto por Clancy CEy Rudy Y.............. 82
Figura 3.9 Diagrama de estados del modelo de la interaccion de la

corriente Ipprg con el farmaco dofetilide. ........eeneeneee e 83

XV



Figura 4.1 Diagrama esquematico del modelo de la interaccion

dofetilide—Ik, con la formulacion de Hodgkin Huxley.....................cooooiinnt. 89
Figura 4.2 Bloqueo de la corriente IKr con diferentes

concentraciones de dofetilide..............coooiii i, 90
Figura 4.3 Potenciales de accion de adulto macho y adulto hembra a una

frecuencia de estimulacionde 1Hz................ocooi i 91
Figura 4.4 Potenciales de accion de preadolescente macho y preadolescente

hembra a una frecuencia de estimulacionde 1Hz.........................o 91
Figura 4.5 La APDy en células endocardicas de los modelos de adulto macho y
adulto hembra a diferentes BCLS...........cooiiiiiii e, 92
Figura 4.6 La APDyj en células endocardicas de los modelos de preadolescente
macho y preadolescente hembra a diferentes BCLs..............cooiiiiiiiiiiiini, 93

Figura 4.7 La APDy en células epicardicas, midmiocardicas y endocardicas

de los modelos de adulto macho y adulto hembra a diferentes BCLs................... 93
Figura 4.8 La APDy en células epicardicas, midmiocardicas y endocardicas

de los modelos de preadolescente macho y preadolescente hembra a diferentes

Figura 4.9 Potenciales de acion del modelo celular epicardico en condiciones

de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una

frecuencia de estimulacion de 1 Hz.............oooiiiiii i 96
Figura 4.10 Potenciales de accion del modelo celular midmiocardico en

condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide

con una frecuencia de estimulacionde 1 Hz.................oooiiii i 97
Figura4.11 Potenciales de accion del modelo celular endocérdico en condiciones

de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una
frecuencia de estimulacion de 1Hz..............oooiiiiii i 98
Figura 4.12 Incremento en APDy, inducido por las diferentes concentraciones

de dofetilide a diversas BCLs en los cuatro modelos para células endocardicas.....99
Figura 4.13 Relacion entre el aumento de la APDy, y los diferentes tipos de
cardiomiocitos bajo los efectos del farmaco dofetilide con concentraciones

de 10,30y 100 nM con una BCL de 1000 mS.........covviiiiiiniiiiiiiiiiiiaeiinnen, 100
Figura 4.14 Potenciales de accion de célula endocéardica con una BCL de
estimulacion de 1000 ms para los 4 modelos con una reserva de repolarizacion
reducida (0.75 Iks) en condiciones de control y aplicando concentraciones de
dofetilide de 30y 100 NM.....o.iiniiei i 103
Figura 4.15 Relacion de APDgy vs BCL para los cuatro modelos con una

reserva de repolarizacion reducida (75% de Iks) en condiciones de

control y aplicando 30 y 100 nM de dofetilide..............ccooeiiiiiiiiiiiiiin.. 105
Figura 4.16 Potenciales de accion endocardicos de los 4 modelos con una
disminucién del 50% de la Iks, como reserva de repolarizacion reducida, en

condiciones de control y 30 y 100 nM de dofetilide...................cooiiiiiiiiin. 106
Figura 4.17 Esquema de la fibra heterogénea unidimensional conformada de 400
células ventriculares transversalmente acopladas...................ooooiiiiiiin. 107

XVi



Figura 4.18 APDy de la fibra heterogénea unidimensional de cada uno

de los 4 modelos (adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y
preadolescente hembra) en cada uno de los tejidos en condiciones de control

yconun BCL de 1000 MS......uiiniitiiiiiti et 108
Figura 4.19 Potenciales de accion de las regiones endocardicas, midmiocérdicas

y epicardicas de cada fibra unidimensional de los modelos de adulto macho,

adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra en condiciones

de control y con una BCL de 1000 mMS.........o.oviiiiiiiiiiii i 109
Figura 4.20 Pseudo-ECGs de los modelos de adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra en condiciones de control y

con una BCL de 1000 MS.......c.oiuiniiiitiii e 111
Figura 4.21 APDy, de las regiones epicardicas, midmiocardicas y endocardicas de los
4 modelos con un BCL de 1000 ms y una concentracion de 10 nM de dofetilide....112
Figura 4.22 Potenciales de accion de las regiones endocardicas, midmiocardicas y
epicardicas de los 4 modelos con la aplicacion de 10 nM de dofetilide y con una

BCL de 1000 MIS. ...ttt e e 113
Figura 4.23 Pseudo-ECGs de los modelos de adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra con 10 nM de dofetilide y una

BCL de 1000 M. ...ttt e e 114
Figura 4.24  APDy, de las regiones epicardicas, midmiocardicas y

endocardicas de los 4 modelos con un BCL de 1000 ms y una concentracion

30 nM de dofetilide. . ....ooviriiiiieieieeeee e e 115
Figura 4.25 Potenciales de accion de las regiones endocardicas, midmiocérdicas

y epicardicas de los modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente
macho y preadolescente hembra con la aplicacion de 30 nM de dofetilide y

con una BCL de 1000 MS.......c.oiuiniiniiiii e 116
Figura 4.26 Pseudo-ECGs de los modelos de adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra con 30 nM de dofetilide y una

BCL de 1000 mS. ...ttt e 117
Figura 4.27 APDy, de los 4 modelos con una concentracion de 100 nM de
dofetilide y un BCL de 1000 MS........ooiiiiitiiitiiit i 118

Figura 4.28 Potenciales de accion de las regiones endocardicas, midmiocardicas y
epicardicas de los modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y
preadolescente hembra con la aplicacion de 100 nM de dofetilide y con una

BCL de 1000 M. ..ttt e 119
Figura 4.29 Pseudo-ECGs de los modelos de adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra con 100 nM de dofetilide y

una BCL de 1000 MS......ouintiti e 120
Figura 4.30 Diagrama de estados del modelo de la interaccion de la

corriente Ikr/hERG con el farmaco dofetilide................c.oooiiiiinL. 122
Figura 4.31 Curva en respuesta al protocolo de voltaje de activacion................. 123
Figura 4.32 Curva en respuesta al protocolo de voltaje de inactivacion............... 124

Xvii



Figura 4.33 Potencial de accion epicardico WT, corriente Ikr/hERG y
probabilidades de estado del modelo de adulto hembra a una BCL de 1000 m........125
Figura 4.34 Potenciales de accion del modelo celular endocérdico WT en
condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de

dofetilide con una frecuencia de estimulacionde 1 Hz......................cne. 126
Figura 4.35 Potenciales de accién del modelo celular midmiocardico WT en
condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide

con una frecuencia de estimulacionde 1 Hz................c.ooi i, 127
Figura 4.36 Potenciales de accion del modelo celular epicardico WT en

condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de

dofetilide con una frecuencia de estimulacionde 1 Hz......................ooo. 128
Figura 4.37 Relacion entre el aumento de la APDy, y los diferentes tipos

de células WT bajo los efectos del farmaco dofetilide con concentraciones

de 10,30y 100 nM con una BCL de 1000 mMS........ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieienenaens 129
Figura 4.38 Datos experimentales de células WT y de la mutaciéon R56............ 131
Figura 4.39 Potenciales de accion epicardico de célula WT (linea gruesa) y de la
mutacion R56Q (linea delgada), corrientes Ikr/hERG y probabilidades de estado

del modelo de adulto hembra a una BCL de 1000 ms en estado estacionario.........132
Figura 4.40 Potenciales de accion del modelo celular endocardico de la mutacion
R56Q en condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de
dofetilide con una frecuencia de estimulacionde 1 Hz......................oooi. 133
Figura 4.41 Potenciales de accion del modelo celular midmiocardico de la

mutacion R56Q en condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y

100 nM de dofetilide con una frecuencia de estimulacionde | Hz..................... 134
Figura 4.42 Potenciales de accion del modelo celular epicardico de la mutacion
R56Q en condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de
dofetilide con una frecuencia de estimulacionde 1 Hz......................cooi. 135
Figura 4.43 Relacion entre el aumento de la APDy, y los diferentes tipos de

células de la mutacion R56Q bajo los efectos del farmaco dofetilide

con concentraciones de 10, 30 y 100 nM con una BCL de 1000 ms................... 136
Figura 4.44 Registros de fijacion de voltaje por parche (patch clamp) de célula
transfectadas de la mutacion AS61V y WT. ... 138

Figura 4.45 Potenciales de accion epicardico de célula WT (linea gruesa) y de la
mutacion A561V (linea delgada), corrientes Ikr/hERG y probabilidades de estado

del modelo de adulto hembra a una BCL de 1000 ms en estado estacionario.........139
Figura 4.46 Potenciales de accion del modelo celular endocardico de la

mutacion A561V en condiciones de control y con concentraciones de

10,30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de estimulacion de 1 Hz.......... 140
Figura 4.47 Potenciales de accion del modelo celular midmiocardico de la

mutacion A561V en condiciones de control y con concentraciones de 10,

30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de estimulacion de 1 Hz............... 141
Figura 4.48 Los potenciales de accion del modelo celular epicardico de la

mutacion A561V en condiciones de control y con concentraciones de 10,

30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de estimulacion de 1 Hz............... 142

xviii



Figura 4.49 Relacion entre el aumento de la APDy, y los diferentes tipos de
células de la mutaciéon A561V bajo los efectos del farmaco dofetilide

con concentraciones de 10, 30 y 100 nM con una BCL de 1000 ms.................. 143
Figura 4.50 La dependencia de voltaje de las curvas de activacion (4.35-1) y de
inactivacion (4.35-2) de células WT y de la mutacion G604S.......................... 146

Figura 4.51 Potenciales de accion simulados de una célula epicardica WT

(linea gruesa) y de la mutacién G604S (linea delgada) del modelo de adulto hembra
auna BCL de 1000 ms, asi como las corrientes Ikr/hERG correspondientes y las
probabilidades de estados de canal 1, O, C1,C2,yC3........ccoiiiiiiiiiiiiinninnnnn. 147
Figura 4.52 Potenciales de accion del modelo celular endocéardico de la

mutacion G604S en condiciones de control y con concentraciones de 10,

30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de estimulacion de 1 Hz............... 148
Figura 4.53 Potenciales de accion del modelo celular midmiocardico de la

mutacion G604S en condiciones de control y con concentraciones de 10, 30

y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de estimulacion de 1 Hz................... 149
Figura 4.54 Potenciales de accion del modelo celular epicéardico de la

mutacion G604S en condiciones de control y con concentraciones de 10,

30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de estimulacion de 1 Hz............... 150
Figura 4.55 Relacion entre el aumento de la APDy, y los diferentes tipos

de células de la mutacion G604S bajo los efectos del farmaco

dofetilide con concentraciones de 10, 30 y 100 nM con una BCL de 1000 ms....... 152
Figura 4.56 Potenciales de accion del modelo celular endocardico de las

células WT y las mutaciones R56Q, A561V y G604S en condiciones de

control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una

frecuencia de estimulacionde 1 Hz.............oooii i 153

XiX



Listado de Tablas

Tabla 1.1 Genes involucrados en el sindrome de QT largo..................coevvnnne. 21
Tablal.2 Modelos existentes para ventriculo en diferentes especies................... 39
Tabla 1.3 Modelos del canal hERG con la formulacién de Kiehn........................ 42
Tabla 1.4 Valores de los coeficientes de las relacion de transicion de los diferentes
modelos con la formulacion de Kiehn...............coooi 43
Tabla 1.5 Modelos del canal hERG con la formulaciéon de Wang...................... 44
Tabla 1.6 Valores de los coeficientes de las relacion de transicion de los

diferentes modelos con la formulacion de Wang................coeeiiiiiiiiiiiiiinnnn, 45
Tabla 1.7 Clasificacion y efectos de los farmacos antiarritmicos....................... 48
Tabla 3.1 Modificaciones de parametros de Icar.....oovverieniiiiiiiiiiiiiiiiiannens 68
Tabla 3.2 Parametros modificados de densidades de corrientes ionicas................ 70
Tabla 3.3 Constantes de relacion de asociacion y disociacion...............ccceeeennnn.. 81
Tabla 3.4 Modificaciones en mutaciones con respecto a células WT................... 86

Tabla 4.1 Las APDyy de las células epicardicas, midmiocardicas y endocardicas
de los adultos macho y hembra a diferentes BCLs..............cceiiiiiiiiiinnnen. .94

Tabla 4.2 Las APDy, de las células epicéardicas, midmiocardicas y endocardicas
de los preadolescentes macho y hembra a diferentes BCLs.......................oooei 95

XXi



TABLA DE CONTENIDO

Capitulo L- IntroduccCion..........................c.coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiennieenienn |

1.1 Fisiologia y anatomia del corazon..............c.oouiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeen e, 3
LLT ELCOTaZON. ... e 3

1.2 Senales eléctricas cardiacas. ... ......oevueiuiininiitiiii e 7

1.2.1 El sistema de conducCion. ..........oouiuiiuiitiiiii e 7

1.2.2 Secuencia de eventos eléctricos durante el ciclo cardiaco.................... 8

1.2.3 Senal del electrocardiograma.............ooevvuiiniiiiiiieiiiiieeiieiieieeeannn. 9

1.3 Potencial de accion cardiaco. ..........ooueuuiniitiiiiniii i 10

1.4 Diferencias de edad y sexo en la electrocardiografia y electrofisiologia............14

1.4.1 Variaciones en la frecuencia cardiaca................coviiiiiiiiiiiiininnn. 14
1.4.2 Variabilidad de la frecuencia cardiaca................c.ooviiiiiiiinnien 14
1.4.3 Intervalo QT ... 15
1.4.4 Voltaje y duracion del complejo QRS.........c.ooiiiiiiiiiiiiiin, 15
1.4.5 Diferencias de sexo y edad en la repolarizacion y su significacion
CHMICA. ..ottt 16
1.5 Sindrome de QT 1argo (SQTL).....cueiuiieii e 17
1.5.1 Bases moleculares del SQTL congénito............oovvuevuiiiiiiiiiinnineanen. 18
1.5.2 Bases clinicas del SQTL ........ooiiiiiii e 19
1.5.3 Clasificacion del SQTL ......cooiiiiiii e 20
1.5.4 Edady género relacionados al SQTL..........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 25
1.5.5. Localizacién y tipo de mutaciones en el SQTL tipo 2 (hRERG).............. 27
1.5.6 Bases moleculares del SQTL adquirido ............cooeviiiiiiiiininnn... 30
1.6 Canal hERG ..ot 31
1.6.1 Relacion estructura-funcion del canal hRERG ... 31
1.6.2 Compuerta de activacion y desactivacion ...............coceevvivnieniennnnnnn 32
1.6.3 Inactivacion y recuperacion de la inactivacion................c.oeeeeeiiinnnn. 33
1.6.4 Papel de las subunidades 3 en la funcién del canal hERG.................... 34
1.6.5 Asociacion de fArmacos con el canal hRERG.....................co. 35
1.7 Simulacion con modelos MatematiCos. ........ovueueiniiniiiiii e, 36
1.7.1 Modelos de Markov para actividad electrofisioldgica celular................ 40
1.7.2 Modelos de Markov para canal hERG................cociiiii, 41
1.8 Clasificacion de los farmacos antiarritmicos. .........ooeveevuiiiieiiiiiiinieean, 45

XXiii



1.9 Efecto proarritmogénico de los farmacos antiarritmicos...................c........ 47

1.9.1 Mecanismos proarritmogénicos de los farmacos antiarritmicos............. 47
1.10 El farmaco dofetilide...........o.ooeiiiiiii e 49
1.10.1 MecanisSmo de€ aCCION. ... ....vuitineeti e 49
1.10.2 Efectos electrofisiologicos del dofetilide en el ventriculo.................. 50
1.11 Modelizacion de fArmacos. .........cvuiieiiiiii i 51
1.11.1 Teoria del receptor protegido Guarded Receptor Theory.................... 53
Capitulo I1.- Justificacion y objetivos. .....................cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 57
Capitulo IIL.- Métodos. ...................cooinuiiiiiiiiii i, 61
3.1 Modelo del potencial de accion unicelular..................cooiiiiiiiin.s. 63
3.1.1 Modelo de Faber-Rudy..........ccooiiiiiiiiiiiiiiii e 63
3.1.2 Modelos de potencial de accion con diferencias de edad y sexo........... 67

3.2 Modelo matematico de propagacion I1D.............cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 71
3.2.1 Ecuacion de propagacion............o.eeueenriiiiinieeneenieaeeieenneeeannann. 71
3.2.2 Solucién aproximada. Método de diferencias finitas...................... 73
3.2.3 Descomposicion LU........oooiiiiiiiiiiiiii i, 75
3.2.4 Modelo unidimensional..............coooiiiiiiiiiiiii 78
3.2.5 PSeudo-ECG. ..o . 78

3.3 Modelizacion de los efectos del dofetilide.............ooooviiiiiiiinn, .79
3.3.1 Modelizacion de la interaccion de IKr-dofetilide..............c...cooeiii. 79
3.3.2 Estimacion de pardmetros. ... ...o.veeuientinnient et eeieeeeeeniieaaneean 81
3.3.3 Modelizacion de la interaccion de Iygrg-dofetilide ..., 82
3.4 Modelizacion de MULACIONES .......o.euuinteniitit ettt 85
Capitulo IV.- Resultados ........................cooiiiii i, 87
4.1 Modelo de dofetilide - Lir...ooeerririeriinienieniieieeereeeeeeeee e 89
4.2 Diferencias de sexo y edad sobre la actividad eléctrica celular................ 90
4.2.1 Efectos sobre la duracion del potencial de accion (APD)................... 90
4.2.2 Efectos sobre la curva de restitucion...........c.ooveeieiiiiniiiiinieen 92

4.3 Diferencias del sexo y la edad sobre la respuesta celular al farmaco
OTRtIIIAE. ..o e 95

4.3.1 Larespuesta celular al farmaco dofetilide en condiciones normales...... 95

4.3.2 Larespuesta celular al firmaco dofetilide en condiciones de reserva de
repolarizacion reducida..........couiiiiiiiii e 101

XXiv



4.4 Influencias del sexo y la edad sobre la dispersion transmural de APD e
INtervalo QT ... 107

4.4.1 Ladispersion transmural de APD e intervalo QT en condiciones
NOTIMALES. ..ttt e 107

4.4.2 Ladispersion transmural de APD e intervalo QT en respuesta al

FArmMaco dOTEtilide. ...oooeeee e 111

4.5 Diferencias del sexo y la edad sobre los efectos de mutaciones................121

4.5.1 Efectos sobre células tipo silvestre (WT).........cccovviiiiiiiiiiiinn.. 121
4.5.2 Efectos sobre células de la mutacion RS6Q..................oociiiiiinn. 130
4.5.3 Efectos sobre células de la mutacion AS61V.........cooeiiiiiiiiiiiinn. 137
4.5.4 Efectos sobre células de la mutacion G604S............ccooovviiiinnn... 144
Capitulo V.- DISCUSION ..................couuuiiniiiiiie e, 155
5.1 Modelos computacionales para evaluar las diferencias en sexo y edad...... 157

5.1.1 Diferencias relacionadas al sexo y edad en especies animales
Y RUMANOS. ... 159

5.2 Modelos computacionales de la interaccion dofetilide-Ix,/Ingrg. ... . .......... 166

5.3 Accion del farmaco dofetilide en los modelos computacionales

de adultos y preadolescente. .........o.oviiiiiiiiiiiiii 167
5.3.1 Accidn de farmacos en especies animales...............oceevieieninn... 170
5.3.2 Accion de farmacos en humanos..............cooeiiiiiiiiiiiiiiinin, 173

5.4 Diferencias relacionadas al sexo y la edad sobre mutaciones.................. 175
5.4.1 Efectos en células tipo silvestre (WT)........ooovvviiiiiiiiiiiiiniienn... 175
5.4.2 Efectos sobre células de la mutacion R56Q.......................oeee. 176
5.4.3 Efectos sobre células de la mutacion AS61V..............cooooiiit. 178
5.4.4 Efectos sobre células de la mutacion G604S.................cooeiiient. 181

5.4.5 Efectos del bloqueo de Ik,/Ingrg por mutaciones y farmacos.............183

5.5 Limitaciones del eStudio..........coeviiiiiiiiiiiiiii e 187
Capitulo VI.- Conclusiones.....................ccooiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaieannin 189
AREXO ... e 195
AREXO IL. ... ..o 213
Bibliografia...............c.ooonn i 227
PUDliCACIONES. ...............o.ooii e 251

XXV



I
G

INTRODUCCION



Capitulo I Introduccion

CAPITULO L.- INTRODUCCION

1.1 Fisiologia y anatomia del corazon

1.1.1 El corazon

El corazon estd situado en la parte central del térax (mediastino), entre los dos
pulmones, apoyandose sobre el musculo diafragma y precisamente sobre la parte
central fibrosa de este musculo; estd en una situacién no totalmente medial, ya que en
su parte inferior estd ligeramente inclinado hacia el lado izquierdo (cerca de un cuarto
a la derecha y tres cuartos a la izquierda de la linea medial). En la figura 1.1 se
muestra su ubicacion.
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i N — Esternon

- )Y N \\§ Musculo
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Figura 1.1. Localizacién del corazon.

Estd compuesto esencialmente por tejido muscular (miocardio) y, en menor
proporcion, por tejido conectivo y fibroso (tejido de sostén, vélvulas), y 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 que se encuentra
por debajo mediante un orificio (orificio auriculoventricular), que puede estar cerrado
por una valvula: las cavidades izquierdas no comunican con las derechas en el
corazon. En la figura 1.2 se muestran las principales partes del corazon.
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Figura 1.2. Partes del corazén.

Su base contina con los vasos sanguineos arteriales y venosos (arteria aorta y
pulmonar, venas pulmonares y cava), que contribuyen a mantenerlo y lo contiene,
compuesta por dos hojas, una de ellas intimamente adherida al 6rgano (epicardio) y
otra que, continudndose con la primera, se refleja en la base en torno al corazén para
rodearlo completamente (pericardio propiamente dicho); entre las dos hojas, que no
estan adheridas entre si, existe una cavidad virtual que permite los libres movimientos
de la contraccion cardiaca. Al exterior del pericardio existe tejido conectivo, muy laxo
y débil, de la parte inferior del mediastino, que facilita todos los movimientos e
incluso la colocacion del corazon. El corazén esta preferentemente formado por la
auricula y por el ventriculo derecho; la auricula izquierda es totalmente posterior, y
del ventriculo se ve s6lo una pequena parte que forma el margen izquierdo del
corazon. En la union de los dos ventriculos se forma un surco (interventricular), en el
cual se encuentra la rama descendente de la arteria coronaria anterior. La punta del
corazoén esta formada solo por el ventriculo izquierdo. El margen derecho estd
formado por la pared superior de la auricula derecha, que se contintia hacia arriba con
la vena cava superior; el ventriculo derecho, que forma el borde inferior, se contintia
hacia arriba con la arteria pulmonar, que sobrepasa el ventriculo izquierdo,
dirigiéndose hacia el margen izquierdo del corazon. Entre la vena cava superior y la
arteria pulmonar se encuentra la parte inicial de la arteria aorta, que tiene su origen en
la parte superior del ventriculo izquierdo y dirigiéndose también hacia la izquierda se
cabalga sobre la arteria pulmonar y el bronquio izquierdo. Entre las auriculas y los
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ventriculos se forma un surco (auriculo-ventricular), por el cual van las ramas
horizontales de las arterias coronarias, destinadas a la nutricion del corazon. El tejido
muscular del miocardio estd compuesto por células fibrosas estriadas, las cuales, a
diferencia de las fibras musculares de los musculos voluntarios, se unen unas a las
otras por sus extremos de manera que forman un todo Unico (sincitio), para poder
tener una accion contractil simultanea; cada fibra contractil estd formada por fibrillas
elementales, dispuestas longitudinalmente, que tienen la propiedad de acortarse y
alargarse en su diametro longitudinal. Estas fibras se unen para formar haces
musculares, dispuestos en diversas capas, bien en sentido circular, bien en sentido
longitudinal y oblicuo (respecto a la base del corazon), de manera que puedan ejercer
de la mejor manera la funcidn para la cual estd destinado el miocardio, es decir, la
expulsion de la sangre cardiaca hacia los vasos arteriales.

El tejido muscular es mas abundante en el ventriculo izquierdo, que debe ejercer el
trabajo de expeler la sangre a todo el organismo; un poco menos abundante es en el
ventriculo derecho, que se limita a expeler la sangre s6lo a la circulacion pulmonar;
por tanto, la pared del ventriculo izquierdo es de mayor espesor (mas del doble) que la
del derecho. Las paredes de las auriculas tienen una accion contenedora de la sangre
que proviene de las venas y de contraccion para expeler la sangre a los ventriculos,
por tanto, el espesor de sus paredes es muy inferior al de las paredes de los
ventriculos. En el interior, la pared de la cavidad cardiaca estd recubierta por una
membrana epitelial (endocardio) que reviste todas las anfractuosidades y los salientes
y se contintia con aquélla (intima) de las arterias y de las venas; este revestimiento
interno de las cavidades que contienen sangre es necesario para evitar que ésta se
coagule. El tabique que divide las auriculas y los ventriculos (respectivamente Inter.-
auricular e Inter.-ventricular) tiene en su parte auricular, y en la porciéon supero-
anterior de la ventricular, una constitucion fibrosa, casi privada de fibras musculares;
ello depende del hecho de formacion del 6rgano, en estas zonas existen orificios que
se cierran en un segundo tiempo, cuando los haces musculares estan ya formados.
Otro tejido fibroso forma el perimetro de los orificios auriculo-ventriculares, adrtico y
pulmonar, con fuertes anillos que sirven de sostén a las valvulas y de implantacion a
los haces musculares. Las auriculas tienen una cavidad de forma irregularmente
redondeada, mas globosa la de la auricula derecha, mas ovoidal la de la auricula
izquierda; las cavidades ventriculares son mds anchas hacia la base del corazon (es
decir, hacia arriba), mientras que se estrechan hacia la punta: la cavidad ventricular
derecha tiene la forma de una piramide irregular triangular, con el lado medial (hacia
el tabique) concavo; la del ventriculo izquierdo tiene la forma de un cono aplanado en
sentido latero-medial.

Como una bomba, el corazén impulsa la sangre por todo el organismo, realizando
su trabajo en fases sucesivas. Primero se llenan las cdmaras superiores o auriculas,
luego se contraen, se abren las valvulas y la sangre entra en las cavidades inferiores o
ventriculos. En la figura 1.3 se muestran las valvulas del corazon. Cuando estan
llenos, los ventriculos se contraen e impulsan la sangre hacia las arterias. El corazon
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late unas setenta veces por minuto y bombea todos los dias unos 10.000 litros de
sangre.

Valvula
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- Valvula
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i

Valvula mitral cerrat:{a

A0
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Figura 1.3. Valvulas del corazén

El corazon tiene dos movimientos: Uno de contraccion llamado sistole y otro de
dilatacion llamado diéstole. Pero la sistole y la didstole no se realizan a la vez en todo
el corazon, se distinguen tres tiempos:

Sistole auricular: se contraen las auriculas y la sangre pasa a los ventriculos que
estaban vacios.

Sistole ventricular: los ventriculos se contraen y la sangre que no puede volver a
las auriculas por haberse cerrado las valvulas mitral y tricispide, sale por las arterias
pulmonar y aorta. Estas también tienen, al principio, sus valvulas llamadas valvulas
sigmoideas, que evitan el reflujo de la sangre. En la figura 1.4 se muestra tal
fenomeno.

Valvula
Pulmonar

Valvula
Aortica

Valvula

Valvula Mitral Tricuspide

Figura 1.4. Sistole cardiaco.
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Didstole general: Las auriculas y los ventriculos se dilatan, al relajarse la
musculatura, y la sangre entra de nuevo a las auriculas y de alli a los ventriculos. En
la figura 1.5 se muestra la didstole cardiaca.

Diastole ’ﬁ’\ﬁv>
o ) \__
0y —=
T
/K!élvula ”;\T\
[\.ftt\ticl'lspitlé(\ﬁ)

Figura 1.5. Diastole cardiaca.

De lo anterior, es obvio que el corazon realiza un trabajo. Las presiones de las dos
bombas del corazoén no son iguales: la presion maxima del ventriculo derecho es del
orden de 25 mm de Hg, los vasos sanguineos de los pulmones presentan poca
resistencia al paso de la sangre. La presion que genera el ventriculo izquierdo es del
orden de 120 mm de Hg, mucho mayor que la anterior, ya que la sangre debe viajar a
todo el cuerpo. Durante la fase de recuperacion del ciclo cardiaco o diastole, la
presion tipica es del orden de 80 mm de Hg.

1.2 Senales eléctricas del corazon

El electrocardiograma (ECG) es el registro grafico, en funcion del tiempo, de las
variaciones de potencial eléctrico generadas por el conjunto de células cardiacas y
recogidas en la superficie corporal. Las variaciones de potencial eléctrico durante el
ciclo cardiaco producen las ondas caracteristicas del ECG.

1.2.1 Elsistema de conduccion

Los impulsos eléctricos generados por el musculo cardiaco (el miocardio)
estimulan el latido (contraccidon) del corazén. Esta sefial eléctrica se origina en el
nddulo sinoauricular (SA) ubicado en la parte superior de la auricula derecha. El
ndédulo SA también se denomina el «marcapasos natural» del corazén. Cuando este
marcapasos natural genera un impulso eléctrico, estimula la contracciéon de las
auriculas. En la figura 1.6 se muestra el diagrama del sistema de conduccion del
corazon.
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A continuacion, la sefial pasa por el nddulo auriculoventricular (AV). El nodulo
AV detiene la senal un breve instante y la envia por las fibras musculares de los
ventriculos, estimulando su contraccion. Aunque el nddulo SA envia impulsos
eléctricos a una velocidad determinada, la frecuencia cardiaca podria variar segun las
demandas fisicas o el nivel de estrés o debido a factores hormonales.

Haz de Bachmann

Nodulo
Sinoauricular

Ramificacion
lzquierda del
Tracto Haz
Intrenodular
Anterior
Tracto
Internodular
Mediano
Tracto | >~ Vias de
Internodular Conduccion
Posterior
Nédulo Ramificacion Derecha

Atrioventricular del Haz

Figura 1.6. Sistema de conduccién del corazén.

1.2.2 Secuencia de los eventos eléctricos durante el ciclo cardiaco

A continuacién se describen los eventos eléctricos principales, que se hacen
presentes durante el ciclo cardiaco.

Despolarizacion auricular. El impulso se origina en el nodo sinoauricular (SA) y
se propaga concéntricamente despolarizando las auriculas y produciendo la onda P del
electrocardiograma (ECG). Inicialmente se despolariza la auricula derecha y
posteriormente la auricula izquierda.

Despolarizacion ventricular. La despolarizacion inicial ocurre en la porcion
medial del septum interventricular, en direccion de izquierda a derecha, luego se
despolariza la region anteroseptal y posteriormente ocurre la despolarizacion principal
que es la de los ventriculos (del endocardio al epicardio), con un vector resultante
dirigido hacia la izquierda ya que la masa del ventriculo izquierdo es mayor que el
derecho. Finalmente se despolarizan las bases ventriculares. La despolarizacion
ventricular determina el complejo QRS del ECG.

Repolarizacién ventricular. La deflexion generada por la repolarizacion
ventricular sigue la misma direccion, que la deflexion inducida por la despolarizacion
ventricular, es decir, tiene el mismo sentido que el complejo QRS. Esta situacion es
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debida a que en la repolarizaciéon ocurre el fenémeno eléctrico contrario al de la
despolarizacion y orientada en sentido inverso (del epicardio al endocardio). Este
fendmeno se visualiza en el ECG como una onda lenta llamada onda T.

1.2.3 Seiial del electrocardiograma

La formacion del impulso y su conducciéon generan corrientes eléctricas débiles
que se diseminan por todo el cuerpo. En la figura 1.7 se muestran los potenciales
generados en las diferentes etapas y sitios del ciclo cardiaco.

Nodo SA i
Auricula —J\——""
Derecha '108 - jx
Auricula  -100 =
Izquierda 0= '\
-100
190 ‘}220 Nodo AV 9 ™\
[ ] -100
3 Fibra de 0 -
3 Purkinje
Ventriculo '103 -
Endocardial
-100
Ventriculo -
Epicardial
-100=

200ms

Figura 1.7. Potenciales generados en el ciclo cardiaco.

Al colocar electrodos en diferentes sitios y conectarlos a un instrumento de registro
como el electrocardidgrafo se obtiene el trazado caracteristico ECG. Se tiene en
cuenta que las derivaciones no registran so6lo el potencial eléctrico de la pequena area
del miocardio subyacente sino que registra los eventos eléctricos del ciclo cardiaco
desde un sitio seleccionado. En la figura 1.8 se muestra el trazo de la sefial del ECG,
resultado de los diferentes potenciales generados.
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Figura 1.8. Sefial de ECG normal.

1.3 Potencial de accion cardiaco

Cuando las células cardiacas son estimuladas se produce un rdpido cambio en la
polaridad de la membrana que se conoce como potencial de accion. La configuracion
del potencial de accion cardiaco (PA) estd determinada por canales idnicos
dependientes de tiempo y voltaje. Cuando la célula es estimulada eléctricamente
(normalmente por una corriente eléctrica procedente de una célula adyacente),
empieza una secuencia de acciones, que incluyen la entrada y salida de multiples
cationes y aniones, que conjuntamente producen el potencial de accion celular,
propagando la estimulacioén eléctrica a las células adyacentes. De esta manera, la
estimulacion eléctrica pasa de una célula a todas las células que la rodean, alcanzando
a todas las células del corazon. De la interrelacion entre las diferentes corrientes
ionicas , surge el PA en las células cardiacas, es decir, la sefial bioeléctrica que mide
la diferencia entre el potencial intracelular y extracelular durante la despolarizacion y
que adquiere, en este caso, una morfologia caracteristica. El potencial de la membrana
en reposo en el musculo cardiaco normal es aproximadamente de —85 a —95 mV
(Garcia Civera R et al, 1999). El potencial de acciéon (PA) que se registra es de
alrededor de 105 mV, lo cual significa que el potencial de membrana aumenta desde
su valor normal muy negativo a un valor ligeramente positivo de aproximadamente
+20 mV. Debido a este cambio de potencial desde lo negativo hasta lo positivo, la
parte positiva se denomina “potencial de inversion”. A continuacion, la membrana se
conserva despolarizada durante cerca de 300 ms en el miocardio ventricular humano,

hasta que el potencial de membrana vuelve a caer a su potencial de reposo (Guyton
AC, 1986).

El PA tiene 5 fases, numeradas del 0 al 4. La fase 4 es el potencial de reposo de la
membrana, y describe el PA cuando la célula no esta estimulada, como se muestra en
la figura 1.9.

10
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Canales ionicos

INa T IgarIKsIg Il

T

Intracelular

-3 23 34

Fase

Figura 1.9. Potencial de accion ventricular y sus corrientes iénicas involucradas.

Fase 4

La fase 4 es el potencial de reposo de la membrana. Las células cardiacas
permanecen en este periodo hasta que son activadas por un estimulo eléctrico, que
proviene normalmente de una célula adyacente. Esta fase del PA es asociada con la
diéstole de la camara del corazon.

Al potencial de reposo de la membrana, la conductancia para el potasio (gK") es
alta en relacién a las conductancias para el sodio (gNa") y el calcio (gCa’"). En esta
fase, la gK* se mantiene a través de los canales para el K de tipo rectificadora de
entrada (Ig;). Cuando el potencial de membrana pasa de -90 mV a -70 mV (debido,
por ejemplo, al estimulo de una célula adyacente) se inicia la fase siguiente.

11
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Fase (

La fase 0 es la fase de despolarizacion rapida. La pendiente de la fase 0 representa
la tasa méaxima de despolarizacion de la célula y se conoce como dV/dty... La
despolarizacion rapida se debe a la apertura de los canales rapidos de Na' , lo que
genera un rapido incremento de la conductancia de la membrana para el Na* (gNa") y
por ello una rapida entrada de iones Na' (Ix,) hacia el interior celular. Al mismo
tiempo, la gK' disminuye. Estos dos cambios en la conductancia modifican el
potencial de membrana, alejandose del potencial de equilibrio del potasio (-96 mV) y
acercandose al potencial de equilibrio del sodio (+52 mV).

La habilidad de la célula de abrir los canales rapidos de Na™ durante la fase 0 esta
en relacion con el potencial de membrana en el momento de la excitacion. Si el
potencial de membrana est4 en su linea basal (alrededor de -85 mV), todos los canales
rapidos de Na' estdn cerrados, la excitacién los abrird todos, causando una gran
entrada de iones Na'. Sin embargo, si el potencial de membrana es menos negativo (lo
que ocurre durante la hipoxia), algunos de los canales rapidos de Na™ estardn en un
estado inactivo, insensibles a la apertura, causando una respuesta menor a la
excitacion de la membrana celular, y una V.« menor. Por esta razon, si el potencial
de reposo de la membrana deviene menos negativo, la célula puede ser no excitable, y
la conduccion a través del corazéon puede retrasarse, incrementando el riesgo de
arritmias.

Fase 1

La fase 1 del PA tiene lugar con la inactivacion de los canales rapidos de sodio. La
corriente transitoria hacia el exterior que causa la pequefia repolarizacion  ("notch")
del PA es debida el movimiento de los iones K" y CI', dirigidos por las corrientes
transitorias de salida I, y Lo, respectivamente. La corriente I, contribuye
particularmente a la depresion de algunos PA de los cardiomiocitos ventriculares.

Se ha sugerido que el movimiento de iones CI a través de la membrana durante la
fase 1 es el resultado del cambio en el potencial de membrana, debido a la salida de
los iones K, y no es un factor que contribuya a la repolarizacién inicial ("notch").

Fase 2

La fase de la meseta o "plateau" del PA cardiaco se mantiene principalmente, por
un equilibrio entre el movimiento hacia el interior del Ca*" (Ic,) a través de los
canales i6nicos para el calcio de tipo L (que se abren cuando el potencial de
membrana alcanza -40mV) y el movimiento hacia el exterior del K* a través de los
canales de potasio de la corriente rectificadora tardia, Ix. La corriente debida al
intercambiador sodio-calcio (Inaca) ¥ la corriente generada por la bomba Na-K (Inak)
también juegan papeles menores durante la fase 2.

12
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Fase 3

Durante la fase 3 (la fase de "repolarizacion rapida") del PA, los canales voltaje-
dependientes para el calcio de tipo L se cierran, mientras que los canales de potasio
de la corriente rectificadora tardia (Ix) permanecen abiertos. Esto asegura una
corriente hacia fuera, que corresponde al cambio negativo en el potencial de
membrana, que permite que maés tipos de canales para el K' se abran. Estos son
principalmente los canales para el K de la corriente rectificadora tardia (Ix). Esta
corriente neta positiva hacia fuera (igual a la pérdida de cargas positivas por la célula)
causa la repolarizacion celular. Los canales de K™ del rectificador tardio se cierran
cuando el potencial de membrana recupera un valor de -80 a -85 mV, mientras que Ix;
permanece funcionando a través de la fase 4, contribuyendo a mantener el potencial
de membrana de reposo.

Durante las fases 0, 1, 2 y parte de la 3, la célula es refractaria a la iniciacion de un
nuevo PA: es incapaz de despolarizarse. Este es el denominado periodo refractario
efectivo. Durante este periodo, la célula no puede iniciar un nuevo PA porque los
canales estan inactivos. Este es un mecanismo de proteccion, que limita la frecuencia
de los potenciales de accion que puede generar el corazén. Esto permite al corazon
tener el tiempo necesario para llenarse y expulsar la sangre. El largo periodo
refractario también evita que el corazon realice contracciones sostenidas, de tipo
tetdnico, como ocurre en el musculo esquelético. Al final del periodo refractario
efectivo, hay un periodo refractario relativo, en el cual es necesaria una excitacion por
encima del umbral para desencadenar un PA. En este caso, como no todos los canales
para el sodio estdn en conformacion de reposo, los PA generados durante el periodo
refractario relativo tienen una pendiente menor y una amplitud menor. Cuando todos
los canales para el sodio estdn en conformacion de reposo, la célula deviene
completamente activable, y puede generar un PA normal.

La prolongacién del potencial de accion, con la resultante prolongacion del
intervalo QT, ocurre ya sea por el incremento en corrientes despolarizantes o por una
disminucién en las corrientes repolarizantes (Figura 1.9). Debido a la pequena
corriente neta que fluye durante la fase de meseta, pequefios cambios en la
conductancia saliente o entrante pueden ejercer efectos dramaticos en la duracion del
potencial de accién. De este modo, mutaciones en genes que codifican para los
canales de K+ de rectificacion tardia cardiacos, y que producen disminucion de su
actividad, prolongan la duracién del potencial de accidon al disminuir la corriente
repolarizante durante la fase de meseta. Por otro lado, mutaciones en el gen que
codifica para el canal de Na+ cardiaco que producen una ganancia de funcion e
incrementan la corriente despolarizante durante la fase de meseta prolongan la
duracioén del potencial de accion.

13
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1.4 Diferencias de edad y sexo en la electrocardiografia y electrofisiologia

Las diferencias entre sexos en cuanto a la incidencia de varios tipos de arritmias
cardiacas son una realidad bien documentada, si bien las causas subyacentes a estas
diferencias siguen siendo en muchos casos desconocidas. Se ha propuesto que estas
diferencias entre sexos se deben a 2 mecanismos: los efectos hormonales sobre la
expresion o funcion de los canales i6nicos y las diferencias en el tono autondémico, o
bien una combinaciéon de ambos mecanismos. Este efecto combinado se traduciria en
una mayor actividad simpatica y una respuesta barorrefleja menor en los varones de
cualquier edad, asi como en una actividad parasimpatica o vagal mas pronunciada en
las mujeres. La mayor parte de los datos experimentales en relacion con las
diferencias electrofisioldgicas entre sexos se basan en estudios con animales de
experimentacion, con hembras ovariectomizadas tratadas con distintos esteroides
gonadales. Los datos de estos estudios sefialan que son los esteroides gonadales los
que determinan las diferencias, por sus distintos efectos sobre los canales ionicos de la
membrana celular.

En diversos estudios electrocardiograficos realizados hasta el momento se han
encontrado diferencias entre sexos respecto a la frecuencia cardiaca basal, la
variabilidad de la frecuencia cardiaca, el intervalo QT y la duracion y el voltaje del
complejo QRS ( Bernal O y Moro C, 2006).

1.4.1 Variaciones en la frecuencia cardiaca

Ya en el ano 1920, Bazett (Bazett HC, 1920) observé que las mujeres tenian una
frecuencia cardiaca media superior a la de los varones. Esta observacion fue
corroborada en estudios posteriores, como el realizado por Liu et al (Liu K et al,
1989) en una poblaciéon de 5.116 pacientes. Estos autores encontraron que la
frecuencia cardiaca media era entre 3 y 5 lat/min superior en las mujeres. Para evitar
las influencias del tono vagal y simpatico, Burke et al (Burke JH, 1996) elaboraron un
estudio con doble bloqueo autondémico mediante la administracion de propanolol y
atropina, y observaron que la longitud del ciclo sinusal era mas corta en las mujeres,
lo que hablaba a favor de una diferencia independiente del equilibrio neurovegetativo.
Esta diferencia varon/mujer en cuanto a la frecuencia del automatismo sinusal es
independiente de la edad.

1.4.2 Variabilidad de la frecuencia cardiaca

Varios estudios realizados con registros electrocardiograficos ambulatorios en 24
h, con técnica de Holter, mostraron que las mujeres tienen un menor componente de
bajas frecuencias y un menor cociente entre las altas y las bajas frecuencias del
espectro de la variabilidad del RR (Villareal RP et al, 2001; James AF et al, 2007).
Este hallazgo puede explicarse por influencias hormonales y predominio en el tono
vagal, como indica el trabajo del grupo de Huikuri et al (Huikuri HV et al, 1996). En
esta investigacion, realizada en mujeres posmenopausicas en las que se administraba
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tratamiento hormonal sustitutivo con estrogenos, se observd que dicha terapia
aumentaba la respuesta a los barorreflejos y la potencia en los dominios de baja y alta
frecuencia de la variabilidad del RR, lo que indicaba una influencia hormonal sobre la
modulacion autondmica cardiaca. Las diferencias entre ambos sexos en cuanto a la
variabilidad del RR tienden a desaparecer con la edad.

1.4.3 Intervalo QT

Bazett HC observo que, en el electrocardiograma (ECG), las mujeres presentaban
un intervalo QT mas largo que los varones, pese a tener frecuencias cardiacas
superiores. Las mujeres muestran una duracion del intervalo QT de 10 a 20 ms
superior que el de los varones en condiciones basales. En especial, esta duracion
superior se hace mas patente en el periodo perimenstrual, en el que también se ha
descrito una exagerada reaccion a los farmacos (Villareal RP et al, 2001).

También Bazett HC describio que esta diferencia en la duracion del intervalo QT
se mantiene tras corregir dicho intervalo para la frecuencia cardiaca (QTc), dato que
igualmente confirmaron otros autores, como Stramba-Badiale M et al (Stramba-
Badiale M et al, 1997) y Merri M et al (Merri M et al, 1989). Las diferencias en la
duraciéon del QT estdn mediadas por el efecto de las hormonas femeninas sobre la
expresion y el funcionamiento de los canales de Ca*" y K, y es posible que también
sobre la corriente rapida y persistente de Na y sobre el intercambiador Na/Ca. El
limite superior del intervalo QTc en varones es de 450 ms, mientras que en las
mujeres se asume un valor normal del intervalo QTc hasta los 470 ms.

1.4.4 Voltaje y duracion del complejo QRS

Se ha descrito una menor duracion del complejo QRS, asi como un menor voltaje
de éste en las mujeres. Estas diferencias, que podrian ser atribuidas inicialmente a un
corazén de menor tamafio en el cuerpo femenino, se mantienen incluso tras corregir
dichos valores para la masa cardiaca y el peso corporal (Rautaharju PM et al, 1992).
Asimismo, estas diferencias se mantienen en circunstancias patologicas, como en la
hipertrofia ventricular. El desconocimiento de estas diferencias entre sexos en la
interpretacion del ECG afecta de forma adversa la validez de los criterios diagnosticos
en el ECG de las mujeres. Asimismo, no admitir estas diferencias en cuanto a la
duracién y el voltaje del QRS lleva a que los criterios electrocardiograficos de
hipertrofia ventricular sean mas especificos, pero menos sensibles en mujeres (Okin
PM et al, 1995). También se ha descrito una menor duracion en mujeres de la onda P
y de la duracion del intervalo PR.
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1.4.5 Diferencias de sexo y edad en la repolarizacion y su significacion clinica

No solamente es distinta la duracién de la repolarizacion en las mujeres. Los
denominados cambios inespecificos de la repolarizacion en el trazado
electrocardiografico de 12 derivaciones son mucho mas frecuentes en mujeres. Una
investigacion reciente, llevada a cabo a partir de los pardmetros electrocardiograficos
obtenidos de 38.000 mujeres posmenopausicas, derivada del estudio Women Health
Initiative, demuestra que dichos cambios en la repolarizacioén son frecuentes y pueden
ser un predictor de riesgo cardiovascular en la poblacion femenina en esa etapa vital.
Los autores encuentran que el angulo QRS/T excesivamente abierto, la duracion
prolongada del complejo QRS, el intervalo QT corregido prolongado y la variabilidad
reducida de la frecuencia cardiaca son parametros eléctricos que pueden ser
predictores de mortalidad cardiovascular en la mujer posmenopausica (Rautaharju PM
et al, 20006).

De lo expuesto previamente se resume que la frecuencia sinusal media o cadencia
del automatismo sinusal en las mujeres es superior, que la variabilidad de Ia
frecuencia cardiaca en el campo de la frecuencia tiene menos componentes de baja
frecuencia, dato estrictamente relacionado con el predominio del sistema nervioso
parasimpatico. El otro dato electrofisiologico diferenciador es la duracion del
intervalo QT y QTec, que traduce la duracion del periodo refractario ventricular,
también superior en las mujeres. La distinta fisiologia causal de estas diferencias es
desconocida, pero puede estar relacionada con una relacion QT-RR alterada por una
distinta morfologia de la onda T, las influencias hormonales sobre los canales i6nicos
de la membrana, el tono autondémico o una combinacion de estos factores. Otra
caracteristica importante es que la mayor parte de estas diferencias en la
electrofisiologia cardiaca aparecen después de la pubertad (James AF et al, 2007;
Rautaharju PM et al, 1992).

Por ejemplo, en los varones, durante la adolescencia, etapa en la que se produce un
aumento de las hormonas masculinas (androgenos), se observa una disminucién del
intervalo QT, lo que podria significar un efecto directo hormonal sobre la fisiologia de
los canales de la membrana que intervienen en la repolarizacion cardiaca (Krahn AD
et al, 1995).

Las mujeres presentan una mayor frecuencia cardiaca intrinseca. Este dato ha sido
comprobado con o sin bloqueo autonémico, lo que marca un ciclo sinusal mas corto y
una variabilidad menor de la frecuencia cardiaca durante el dia. Puede atribuirse, por
tanto, a un efecto directo de las hormonas femeninas sobre la fisiologia cardiaca, ya
que la diferencia comienza a manifestarse en la adolescencia (Rautaharju PM et al,
1992), al igual que ocurre con la duracion del intervalo QT y QTc, que se acorta en el
varon a partir de esa edad (Krahn AD et al,1995).

La evidencia, segiin los datos de los estudios publicados hasta el momento, nos
muestra que las mujeres tienen una frecuencia cardiaca media superior, un intervalo
QT mas largo, una menor duracion del complejo QRS, asi como un menor voltaje de
éste respecto a los varones. Asimismo, en las mujeres son mads frecuentes la

16



Capitulo I Introduccion

enfermedad del nddulo sinusal, la taquicardia sinusal inapropiada, la taquicardia
supraventricular intranodal, la taquicardia ventricular idiopatica del ventriculo
derecho, y el sindrome QT largo congénito y adquirido; en cambio, en los varones, la
prevalencia de las siguientes arritmias es mayor: bloqueo auriculoventricular,
hipersensibilidad del seno carotideo, fibrilacion auricular, taquicardia
supraventricularcon via accesoria, sindrome de Wolff-Parkinson-White, taquicardia
ventricular por reentrada, fibrilacion ventricular y muerte subita, asi como el sindrome
de Brugada.

1.5 Sindrome de QT largo (SQTL)

En 1856 Friederich Meissner describié el caso clinico de una jovencita nacida
sorda, que murid durante un ataque emocional agudo (Meissner FL, 1856). Un
pequefio hurto provoco la presentacion de la joven ante el director del asilo en donde
vivia, cuando ella vio el disgusto del director causado por el hurto, ella se colapso y
murid. La joven tenia dos hermanos, también nacidos sordos y que murieron un
tiempo después por emociones agudas.

Pasarian 100 afios para que las claves del sindrome de QT largo (SQTL) se
conocieran; Jervell A y Lange-Nielsen F en 1957, reportaron cuatro jovenes varones
en una familia de seis nifios, quienes sufrian sordera congénita en asociacién con
prolongacion del intervalo QT y sincopes cardiacos (Jervell A y Lange-Nielsen F,
1957). El apelativo sindrome de Jervell-Lange-Nielsen (JLN) quedd enlazado a esta
enfermedad autosémica recesiva. Poco tiempo después Romano C y Ward O
(Romano C et al, 1963; Ward O, 1964) publicaron reportes independientes de casos
de la prolongacion del intervalo QT asociados con sincopes y muerte subita, en
ausencia de cualquier deficiencia auditiva, hereditaria pero diferente al sindrome
JLN. Ahora se conoce que esta forma autosomica dominante, el sindrome de
Romano-Ward, es mucho més comun que el sindrome JLN.

En estos importantes reportes de casos la asociacion de la prolongacion del
intervalo QT y el sincope fueron establecidos, pero el ritmo sincopal no fue
observado. El maravilloso nombre Torsade de Pointes (TdP, torcedura de puntas), al
cudl el sindrome de QT largo es ahora relacionado, fue registrado y publicado en 1954
(Schwartz S y Hallinger L, 1954), pero no fue totalmente descrito hasta 1966 cuando
Dessertenne escribid su trabajo seminal del cudl gan6 su nombre (Dessertenne F,
1966). Una mujer de 80 afios que presentaba un completo bloqueo atrioventricular y
su consecuente prolongacion del intervalo QT y una forma de taquicardia ventricular
poliférmica que se torcia cerca de la linea isoeléctrica. Esta completa y cuidadosa
descripcion asegurd la supervivencia del término descriptivo (Krikler D y Curry P,
1976). Cuatro anos mas tarde, la asociacion entre el SQTL congénito y la TdP quedo
establecida (Motté G et al, 1970). Ver detalles en la figura 1.10.
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En 1979, un grupo de clinicos, esperando que el SQTL pudiera ser la “piedra
Rosetta” de las arritmias ventriculares relacionadas al sistema simpatico (Zipes DP,
1991) estableci6 el Registro Internacional de SQTL, cuyo objetivo inicial fue recoger
y organizar reportes de casos con bien definidos fenotipos clinicos y pedigrees de
familias con la idea de ganar conocimientos en la historia natural, curso clinico y
eficacia en actuales y noveles terapias (Moss AJ y Schwartz PJ, 2005). Una
aportacion invaluable del Registro Internacional del SQTL fue en los afios 90s,
cuando los bien definidos predigrees clinicos tuvieron un rol fundamental en el
descubrimiento de la genética molecular del SQTL.

1.5.1 Bases moleculares del SQTL congénito

Mientras una patogénesis no estuvo presente en la descripcion inicial del SQTL, la
asociacion del sincope con tiempos de emocidn repentina o ejercicio fisico sugiridé un
rol para el sistema nervioso autonémico.
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Figura 1.10. Registros de ECG en pacientes de SQTL tipo 2. (A) ECG de una joven con el
intervalo QT prolongado y modificaciones en la onda T, una onda T bifasica en las derivaciones
V2 y III correlacionadas a una mutacion en hERG. (B) Registro de telemetria cardiaca
mostrando el comienzo de TdP, con un iniciacion de “R en T”.(C) Secuencia de ECG durante un
sincope, ilustrando la apariencia caracteristica de TdP (tomada de Zhang M et al, 2004).

18



Capitulo I Introduccion

La modulacion del intervalo QT a través de la interrupcion o estimulacion del
sistema nervioso autonémico (Yanowitz F et al, 1966), y la reproduccion de
alternantes de la onda T a través de la estimulacion ganglionar (Schwartz P y Malliani
A, 1975) respaldaron la hipotesis del desbalance simpatico. La fuerte proteccion
producida por los beta bloqueadores hizdé que fuera una casi aceptada hipdtesis
(Schwartz P et al, 1985). No fue sino hasta dos décadas después, que la anterior
hipotesis fue desechada y se conocio la genética molecular del SQTL a través de
estudios genéticos.

Las bases genéticas del SQTL fue confirmada en estudios de enlace desarrollados a
principios de la década de 1990 ( Keating M et al, 1991; Jiang C et al, 1994). Los tres
genes responsables de la gran mayoria de casos de SQTL fueron identificados en
1995 y 1996; el gen KCNH2 como causa del sindrome de QT largo tipo 2 (Curran M
et al, 1995); el gen SCNSA como causa del sindrome de QT largo tipo 3 (Wang Q et
al,1995) y el gen KCNQ1 como causa del sindrome de QT largo tipo 1 (Wang Q et
al,1996). KCNQ1 y KCNH2 codifican como canales de potasio dependientes de
voltaje (comunmente referidos como KvLQT1 y hERG respectivamente), y SCNSA
codifica los canales de sodio dependientes de voltaje. Un gran cantidad de
investigaciones con estos tres genes ha resultado en una copiosa informacion clinica
con nuevos hallazgos moleculares, haciendo al SQTL el paradigma para investigar las
bases moleculares de las arritmias ventriculares (Schwartz PJ y Priori SG, 2004).

1.5.2 Bases clinicas del SQTL

El cuadro clinico es muy variable: el paciente puede cursar asintomatico, presentar
sincope recurrente, crisis convulsivas o muerte subita como primera manifestacion de
la enfermedad (Medeiros A et al, 2007). Inicialmente se catalogd como un trastorno
raro y, en efecto, la presentacion grave de la enfermedad es esporadica, pero la
incidencia de las mutaciones se estima en 1 entre 3.000 a 5.000 casos (Ackerman MJ,
2005), cerca del 32% de los portadores asintomaticos puede tener un QT corregido
por frecuencia (QTc) en los limites normales, transmiten la enfermedad a un 50% de
su descendencia, son mas susceptibles a desarrollar arritmias malignas comparados
con el resto de la poblacion y hasta un 20% puede volverse sintomatico (Priori SG,
2004).

El SQTL presenta gran heterogeneidad genética y se han identificado ya mas de
500 mutaciones distribuidas hasta ahora en 12 genes: KCNQI1, HERG, SCN5A,
KCNE1, KCNE2, ANKB, KCNJ2, CACNA1, CAV3, SCN4B, AKAP9 y SNTAI. A
pesar de los avances en la materia, un 25 - 30% de los pacientes permanece sin
diagnodstico genético (Tester DJ et al, 2005; Napolitano C et al, 2005). Es una
enfermedad de presentacion principalmente monogénica (Priori SG, 2004); las
variedades poligénicas o compuestas suelen dar un fenotipo mdas grave. La
penetrancia, los casos que tienen la mutacion y el fenotipo, oscila entre el 25% y 90%
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(Priori SG et al, 1999); y con menos frecuencia puede haber variaciones en la
expresividad de la enfermedad, diversos fenotipos que puede dar una misma
mutacion.

Los estudios genéticos moleculares desarrollados en los ultimos afios han
permitido realizar una importante correlaciéon genotipo-fenotipo y orientar asi el
tratamiento; también se han hecho interesantes observaciones en cuanto a
susceptibilidad individual a desarrollar arritmias al estudiar los efectos de
polimorfismos no sinénimos frecuentes en la poblacion, lo que ha motivado gran
interés, sobre todo en el area de la farmacogendmica.

1.5.3 Clasificacion del SQTL

La clasificacion utilizada en el pasado se basaba en la presentacion homocigota o
heterocigota de la enfermedad, que dan lugar a los sindromes de Jervell-Lange-
Nielsen (con sordera) y Romano Ward (sin sordera), respectivamente. La clasificacion
actual enfatiza los hallazgos genéticos, como se ilustra en la tabla 1.1. En los afios
1995 y 1996 se describieron los 3 principales genes asociados con la enfermedad.
Codifican para unidades formadoras del poro de los canales de potasio Ik, e Ik, y de
sodio Nav 1,5; explican mas del 65% de los casos. Si bien en los afios subsecuentes se
han afiadido 9 genes mas a la lista, éstos explican tan solo cerca del 5% de los casos.

La afeccion en la funcidén de un canal en el SQTL se puede dar en estos 2 sitios: en
la proteina principal o en las proteinas reguladoras. La afeccion en la unidad
formadora del poro, conocida como alfa, genera los 3 subtipos mas comunes de
SQTL: SQTL1 (afeccion en el canal de potasio Iks), SQTL2 (afeccion en el canal de
potasio Ix;) y SQTL3 (afeccion en el canal de sodio). Al ser los mas frecuentes, han
sido mejor caracterizados clinicamente y genéticamente. El sindrome llamado Jervell-
Lange-Nielsen corresponde en la actualidad a las variedades de SQTL 1 y 5. De
manera caracteristica, los pacientes cursan con sordera congénita y tienen mutaciones
homocigotas o heterocigotos compuestas que afectan a la corriente Ixs. El sindrome de
Romano Ward abarca desde la variedad SQTL 1 hasta la 12 y no cursa con sordera.

Sindrome de QT largo tipo 1 (SQTL1)

Los pacientes con SQTL1 suelen presentar episodios de arritmia ventricular al
realizar ejercicio o al estimular el simpatico (Schwartz PJ et al,2001); la natacion se
ha descrito como un deporte disparador de arritmias en el SQTL1 (Ackerman MJ et
al, 1999). La penetrancia en este subtipo es cercana al 62%. Con frecuencia estos
pacientes presentan una onda T de base ancha, con una duracién muy prolongada
(Zhang L et al, 2000; Zareba W, 2006). Es el subtipo més frecuente y explica 40-45%
de los casos. El gen afectado es el KvLQT1 (o KCNQ1), localizado en el cromosoma
11 (11p15.5), codifica la subunidad a, del canal de potasio Iks. El potencial de accion
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se prolonga por una disminucién de la corriente saliente de K durante fase 3 del
potencial de accion. Ver la figura 1.11.

Tabla 1.1 Genes involucrados en el sindrome de QT largo.

Tipo Gen Proteina Locus (SEE Frecuencia %
efecto

Romano-Ward (autosémico dominante)

KvLQT1 40-45
LQT1 | KCNQ1 (Kv71) 11p15.5 ks 7

hERG 35-40
LQT2 | KCNH2 (Kvi1.1) 7q35-q36 lr 7

| i
LQT3 |SCN5A |Nav1.5 3p24-p21 Na A 5-10
LQT4 | ANK2 Ankyrina-B 4925-q27 Ina =
LQT5 |KCNE1 MinK 21g22.1 ks v <1
LQT6 |KCNE2 MiRP1 21g22.1 Ik v =1
LQT7 | KCNJ2  Kir2.1 1723 lt v =1
LQT8 CACNATC Cav1.2 12p13.3 loa A <1
. INa <1
LQT9 | CAV3 Caveolina-3 | 3p25
LQT10 SCN4B Navp4 11923.3 N A <1
LQT11 | AKAP9  AKAP9/yotiao 7q21-q22 » ¥ <1
S

ol-

LQT12 | SNTA1 20q11.2 Inal AN <1

syntrophina

Jervell, Lange-Nielsen (autosémico recesivo)

JLN1 ks >90.5

KCNQ1 KvLQT1 11p15.5

JLN2 MinK 21q22.1 lks W > 0.5

KCNET1

Sindrome de QT largo tipo 2 (SQTL2)

Los pacientes con SQTL2 suelen presentan arritmias ventriculares en respuesta al
estrés emocional o estimulos auditivos subitos - por ejemplo, al reloj despertador - y
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con menos frecuencia durante el suefio o el ejercicio (Schwartz PJ et al,2001). Este
subtipo es particularmente susceptible a presentar arritmias en el periodo posparto
(Kositseth A et al, 2004). La penetrancia estimada es del 79% y significa que hasta un
20% de los casos pueden tener un ECG no diagndstico. En el SQTL2, la onda T suele
ser de baja amplitud, bifida, con muescas (Zhang L et al, 2000; Zareba W, 2006). Ver
figura 1.11. El gen afectado es el KCNH2 o hERG, localizado en el cromosoma 7
(7935-36), el cual codifica la subunidad a del canal de potasio Ik,; explica 35-40% de
los casos. La disfuncion de este canal disminuye la corriente saliente de K™ durante la
fase 3 del potencial de accion, prolongando su duracion.

Efecto FleClleIIlCh] R Desencadenante de .
Tipo | Corriente | funcional elsltcl)«;_l_os ECG evento cardiaco letal | Penetrancia
Ejercicio (68%)
Potasio A Vs Emociones (14%)
SQTLi | A0-45% 4'./ \ Suefio, descanso (9%) 62%
Ks /) \
X \ Otros (19%)
" Ejercicio {(29%)
SQTL? Potasio ;"'. Emociones (49%) 759,
Ier 35-40% L Suefio, descanso (22%)
Ejercicio {4%)
Sodio A Emociones (12%)
SQTL3 i p 90%
| 5-10% - /1 Suefio, descanso (64%)
al o /N Otras (20%)

Figura 1.11. Relacién fenotipio — genotipo y patrones de ECG de los SQTL1, SQTL2 y SQTL3.

Sindrome de QT largo tipo 3 (SQTL3)

Los casos con SQTL3 tienen un riesgo mayor de presentar arritmias malignas
durante el reposo (suefio) o bradicardia (Beaufort-Krol GC et al,2005). La penetrancia
de las mutaciones en el gen SCN5A es cercana al 90%. El ECG en el SQTL3 suele
mostrar onda T acuminada, de aparicion tardia, que deja observar con claridad el
alargamiento del segmento ST (Zhang L et al, 2000; Zareba W, 2006). Ver figura
1.11. Estos pacientes suelen ser menos sintomaticos que los casos con SQTLI o
SQTL2, pero los eventos son caracteristicamente mas letales. El gen afectado en el
SQTL3 es el SCN54, que codifica para la subunidad a del canal de sodio Navl.5,
localizado en el cromosoma 3 (3p21-24); es causante de la enfermedad en el 5-10%
de los casos. La inactivacion defectuosa del canal permite la entrada sostenida de Na"
durante la fase 2 del potencial de accioén y prolonga su duracion.
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Sindrome de QT largo tipo 4 (SQTL4)

Es una variedad rara y explica menos del 1% de los casos. Condiciona un SQTL
muy atipico con un gran espectro de arritmias que incluyen taquicardia ventricular
polimérfica catecolaminérgica, fibrilacion auricular, trastornos en la conduccion
intraventricular, disfuncion del nodulo sinusal y bradicardia (Mohler PJ et al, 2003;
Mohler PJ et al, 2005; Mohler PJ et al, 2004); con frecuencia, los casos tienen incluso
el QTc en los limites normales. El gen afectado es el ANKB, localizado en el
cromosoma 4 (4q25-27), el cual codifica la sintesis de anquirina-f, una proteina
estructural que vincula proteinas de la membrana del cardiomiocito con proteinas del
citoesqueleto. Estas proteinas son: la bomba Na/K ATP-asa, el intercambiador Na/Ca
y el receptor a inositol trifosfato (InsP3R). Las mutaciones que causan pérdida de la
funcion de anquirina- B resultan en un incremento de la concentracién de calcio
intracelular, asi como en una alteracion en la expresion de N/K ATP-asa y en el
intercambiador Na/Ca. La elevacion de las concentraciones de calcio da lugar a
postdespolarizaciones tempranas y tardias. De esta manera, las arritmias ventriculares
observadas en las mutaciones del gen de anquirina-3 se deben a despolarizaciones
espontaneas generalmente en respuesta a la estimulacion catecolaminérgica.

Sindrome de QT largo tipo 5 (SQTL 5)

Esta condicionado por cambios de secuencia del gen KCNEI localizado en el
cromosoma 21 (21q22.1- p22) (Splawski I et al,1997). Codifica la sintesis de la
subunidad B del canal Ik, conocida también como subunidad minK que regula al
canal Ig,. Explica menos del 1% de los casos.

Sindrome de QT largo tipo 6 (SQTL6)

El gen afectado es el KCNE2 localizado en el cromosoma 21 (21g22.1) (Abbott
GW et al,1999). Codifica la subunidad  del canal de potasio, conocida también como
subunidad MiRP1, que regula al canal Ik, . Explica menos del 1% de los casos.

Sindrome de QT largo tipo 7 o0 Andersen-Tawil (SQTL7)

Los hallazgos dismorficos y las alteraciones electrocardiograficas de este sindrome
fueron descritos por primera vez en 1971 (Andersen ED et al,1971) y recapitulados en
1994 (Tawil R et al, 1994), pero la descripcion genéticomolecular se publicé apenas
en el afio 2001 (Plaster NM et al, 2001). El ahora conocido sindrome de Andersen-
Tawil (SAT) es una alteracion autosomica dominante que se caracteriza por paralisis
periddica, desarrollo esquelético anormal, arritmias ventriculares del tipo de la
extrasistolia ventricular frecuente con susceptibilidad particular a desarrollar
fibrilacion ventricular, sobre todo en el sexo femenino. Los trastornos del ritmo
descritos en el SAT son: extrasistoles ventriculares (41%), taquicardia ventricular
polimorfica no sostenida (23%), taquicardia ventricular bidireccional (68%) y Torsade
de Pointes (3%) (Zhang L et al, 2005). Algunos de los rasgos dismorficos observados
incluyen: estatura corta, escoliosis, clinodactilia, hipertelorismo, implantacion baja de
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orejas, micrognatia y frente amplia. La expresividad de la enfermedad es variable, lo
que complica el diagndstico oportuno (Plaster NM et al, 2001; Yoon G et al,2006). El
70% de los casos se explica por mutaciones en el gen KCNJ2 localizado en el
cromosoma 17 (17q23) que codifica la sintesis del canal rectificador de potasio Kir
2,1; este canal participa en la fase 4 del potencial de accién. Varios autores cuestionan
la inclusion de este gen dentro del grupo causal de SQTL, pues el intervalo QTc en
este sindrome se encuentra ligeramente prolongado o incluso normal, pero la onda U
suele ser prominente, lo que ha dado lugar a la sobrevaloracion del intervalo QT.

Sindrome de QT largo tipo 8 (SQTLS)

Resulta de mutaciones en el gen CACNAT que codifica el canal de calcio tipo L
Cavl.2, localizado en el cromosoma 12 (12p13.3). Ocasiona el sindrome de Timothy
(Splawski I et al, 2005), caracterizado por malformaciones cardiacas, deficiencia
inmunologica, hipoglucemia intermitente, trastornos cognitivos incluido el autismo,
fusiones interdigitales y QT largo que predispone a arritmias cardiacas y muerte
subita (Splawski I et al, 2005),. Explica menos del 0,5% de los casos.

Sindrome de QT largo tipo 9 (SQTL9)

Esta variedad resulta de mutaciones en el gen CAV3, localizado en el cromosoma
3 (3p25), que codifica la sintesis de caveolina 3. La caveola es una invaginacion de la
membrana plasmatica implicada en la endocitosis, la homeostasis de lipidos y la
transduccion de sefiales. Un importante componente de esta estructura es la caveolina,
de la cual se conocen 3 subtipos; el subtipo 3 es especifico de musculo esquelético y
cardiaco. Algunos canales idnicos se colocalizan en la caveola, incluida la isoforma
cardiaca de canal de sodio Nav1.5; recientemente se describieron diversas mutaciones
en esta proteina que alteran las propiedades biofisicas del canal de sodio Navl,5 in
vitro, generando un fenotipo similar al observado en el SQTL3 (Vatta M et al,20006).
Se estima que explica menos del 1% de los casos.

Sindrome de QT largo tipo 10 (SQTL10)

Esta variedad fue notificada en un caso muy grave con un QTc > 600 ms,
bradicardia fetal y bloqueo auriculoventricular (AV) 2 x 1. Resulta de mutaciones en
el gen SCN4B, localizado en el cromosoma 11 (11g23) que codifica para la subunidad
B4 de canal de sodio. Se han descrito 4 distintos subtipos de subunidades  que
interaccionan y regulan las diversas isoformas de canal de sodio, pero so6lo el subtipo
4 se ha asociado hasta ahora con arritmogénesis (Medeiros A et al, 2006). La
incidencia de mutaciones en este gen no ha sido explorada, pero se estima < 1%.
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Sindrome de QT largo tipo 11 (SQTL11)

Esta variedad resulta de mutaciones en el gen AKAP9, localizado en el cromosoma
7 (7921-g22), que codifica la sintesis de yotiao. Reduce la corriente Igs. La incidencia
de mutaciones en este gen no ha sido explorada, pero se estima < 1%.

Sindrome de QT largo tipo 12 (SQTL12)

Esta variedad resulta de mutaciones en el gen SNTA1, localizado en el cromosoma
20 (20q11.2), que codifica la sintesis de al-syntrophina. Aumenta la corriente In,r. La
incidencia de mutaciones en este gen no ha sido explorada, pero se estima < 1%.

Mutaciones de la variedad Jervell-Lange-Nielsen

Esta grave forma de SQTL es causada por mutaciones homocigotas (Neyroud N et
al,1997) o heterocigotas compuestas en los genes KCNQ1 y/o KCNE1 que codifican
la corriente Iks, es decir, se trata de una variedad muy grave de las formas SQTLI1 o
SQTLS. Se asocia de manera caracteristica con sordera congénita. Los pacientes
suelen tener un QTc > 500 ms, sincope recurrente y alto riesgo de muerte subita. Los
progenitores de los pacientes con esta variedad son generalmente heterocigotos y
manifiestan una enfermedad menos grave, o incluso pueden ser asintomaticos
(Schwartz PJ et al,2006).

1.5.4 Edad y género relacionados al SQTL

Los datos y registros clinicos del Registro Internacional del SQTL ha facilitado
recientemente un comprensivo analisis de los factores de riesgo para la parada
cardiorespiratoria recuperada o la muerte subita cardiaca en grupos especificos por
edad y género, incluyendo periodos desde la nifiez, adolescencia, adultez y mayores
de 40 afos. Estos analisis han mostrado consistentemente que la expresion fenotipica
del SQTL congénito es dependiente del género y la edad.

Los datos clinicos acumulados del Registro Internacional del SQTL han
demostrado que la expresion fenotipica del SQTL muestra diferencias relacionadas al
género y la edad en los riesgos de eventos cardiacos no-fatales y potencialmente
fatales, como se ilustra en las figura 1.12 y 1.13 respectivamente. El estudio de Locati
EH et al (Locati EH et al, 1998), reportd6 que el género masculino esta
independientemente asociado con un significativo 85% y un 72% de incremento entre
probandos y miembros de familia afectados respectivamente, en el riesgo de eventos
cardiacos, incluyendo sincope, parada cardiorespiratoria recuperada y muerte subita
antes de la edad de 15 afios. Mientras que el riesgo se hace reversible en género
después de los 14 afios, ya que mostrd un 87% de incremento en el riesgo de eventos
cardiacos en las mujeres comparados con varones entre probandos y 3.3 veces mas
incremento en el riesgo entre miembros de familia afectados.
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El estudio de Zareba et al (Zareba W et al, 2003) reportd que durante la nifiez, los
varones con sindrome de QT largo tipo 1, exhiben un incremento del 71% en el riesgo
de primer evento cardiaco comparados con las correspondientes nifias, mientras que
las diferencias relacionadas al sexo no fueron significativas entre los portadores de
genes de los sindromes de QT largo tipo 2 y 3 durante el mismo periodo de tiempo.

Consistente con los resultados del estudio de Locati el al (Locati EH et al, 1998),
este estudio mostrd un riesgo de género reversible después de la edad de 16 anos, en
el cudl, el riesgo de eventos cardiacos fue mas de 3 veces entre mujeres portadoras del
sindrome de QT largo tipo 1 y 2 comparadas con los portadores hombres del mismo
sindrome.

0.7 1
0.61 Mujer
0.5
0.4
0.31
0.2

0.14

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76
Edad

Probabilidad de primer evento cardiaco

Figural.12. Probabilidad de primer evento cardiaco por edad y género (tomada de
Goldenberg I y Moss AJ, 2008).

Estudios mas recientes del Registro Internacional de SQTL, en los cudles factores
de riesgo para eventos cardiacos potencialmente fatales (parada cardiorespiratoria
recuperada y muerte subita) fueron investigados (Hobbs JB et al, 2006; Sauer AJ et
al, 2007; Goldenberg I et al, 2008) y mostraron que la reversibilidad del riesgo de
género dependiente de la edad puede ser mas severo y a una edad mayor. Ver figura
1.13. En un estudio de 3.105 nifios portadores del sindrome de QT largo, la
probabilidad acumulativa del primer evento cardiaco potencialmente fatal entre las
edades de 1 a 12 afios fue de 5% en nifios comparado con solo el 1% en nifias
(Goldenberg I et al, 2008). Mientras que la investigacion del grupo de Hobbs JB
(Hobbs JB et al, 2006), reportdé que el riesgo del primer evento cardiaco
potencialmente fatal entre las edades de 12 a 20 afios no fue significativa en la
diferencia relacionada al sexo. La reversibilidad del riesgo a la diferencia relacionada
al género con respecto a parada cardiorespiratora recuperada y muerte subita ocurrio
después de los 20 afios. En tanto que el estudio del grupo de Sauer AJ (Sauer AJ et al,
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2007), reportd que durante la edad adulta, en un andlisis de 812 pacientes con
mutaciones confirmadas del SQTL, las mujeres tenian un incremento 3 veces mayor
en el riesgo de parada cardiorespiratoria recuperada y muerte subita comparadas con
los hombres.
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Figural.13. Probabilidad de evento cardiaco grave (parada cardiorespiratoria recuperada y
muerte subita) por edad y género (tomada de Goldenberg I y Moss AJ, 2008).

El riesgo asociado con el género femenino en el periodo de la postadolescencia
puede estar relacionado a factores hormonales. Los androgenos han mostrado ampliar
la prolongacion del intervalo QT en respuesta al farmaco quinidine (Drici MD et al,
1996) y también puede estar asociado al acortamiento del intervalo QT en los
hombres después de la nifiez. En contraste, los estrogenos han mostrado modificar la
expresion de los canales de potasio y pueden tener un efecto bloqueador en Ik
dependiente de la concentracion o dosis (Boyle M et al, 1987). La posible relacion
entre las hormonas femeninas y el riesgo proarritmico es respaldado por un estudio
reciente del Registro Internacional de SQTL (Seth R et al, 2007), en el cual muestra
un significativo incremento en el riesgo de eventos cardiacos en el periodo postparto,
principalmente entre mujeres que fueron identificadas de ser portadoras del genotipo
del sindrome de QT largo tipo 2, debido al canal hERG.

1.5.5. Localizacion y tipo de mutaciones en el SQTL tipo 2 (hERG)

Para el caso del SQTL, las mutaciones pueden darse en dos niveles diferentes:
molecular (génicas o puntuales) y cromosémico. Las mutaciones a nivel molecular
son llamadas génicas o puntuales y afectan la constitucién quimica de los genes . Se
originan por:
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Sustitucion. Donde deberia haber un nucledtido se inserta otro. Por ejemplo, en lugar
de la citosina se instala una timina.

Inversion. Mediante dos giros de 180° dos segmentos de nucledtidos de hebras
complementarias se invierten y se intercambian.

Translocacion. Ocurre un traslape de pares de nucledtidos complementarios de una
zona del ADN a otra.

Desfasamiento. Al insertarse (insercion) o eliminarse (delecion) uno o mas
nucledtidos se produce un error de lectura durante la traduccion que conlleva a la
formacion de proteinas no funcionales.

Mientras que en las mutaciones cromosOmicas el cambio afecta a un segmento de
cromosoma (mayor de un gen), por tanto a su estructura. Estas mutaciones pueden
ocurrir por:

Delecion. Es la pérdida de un segmento cromosdmico, que puede ser terminal o
intercalar. Cuando ocurre en los dos extremos, la porcidon que porta el centromero une
sus extremos rotos y forma un cromosoma anular .

Inversién. Cuando un segmento cromosomico rota 180° sobre si mismo y se coloca
en forma invertida, por lo que se altera el orden de los genes en el cromosoma.

Duplicacion. Repeticion de un segmento cromosémico y se pierde el orden de los
genes.

Translocacion. Intercambio de segmentos entre cromosomas no homologos, que
puede ser o0 no reciproca.

La mutacién que se presenta en forma mas frecuente en el SQTL congénito es la
molecular por sustitucién. En un estudio clinico del Registro Internacional del SQTL,
en donde se investigo la localizacion, el tipo y la topologia de la mutacion (Shimizu
W et al, 2009), un total de 162 mutaciones diferentes del SQTL tipo 2 (hERG) fueron
identificadas en 858 individuos. Las mutaciones fueron predominantemente
encontradas en 3 regiones : en la region N-terminal (28%, n=46), en la regién C-
terminal (30.9%, n=50) y en la region transmembrana (40.7%, n=66). De las 66
mutaciones dentro del domino transmembrana, 78.8% (n=52) fueron localizadas en la
region del poro (dominios S5-S6) y las restantes 14 mutaciones en la region del
preporo, dominios S1-S4. Las mutaciones por sustitucion fueron el 61.7% (n=100).
Ver figura 1.14.
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Figura 1.14. Localizacion diagramatica de 162 mutaciones en el canal hERG (tomada de
Shimizu W et al, 2009).

La figura 1.14 muestra las 162 mutaciones identificadas en 858 individuos en el
estudio de Shimizu W et al. La unidad involucra la regién N-terminal (NH3"), 6
segmentos transmembrana, y la region C-terminal (COO"). El nimero entre paréntesis
indica la posicion del aminoacido comenzando el (1) en la regiéon N-terminal, el inicio
de la secuencia transmembrana preporo S1-S4 con el (398), el inicio del poro con el
(552) y el final del mismo (657) y por ultimo la posicion del final de la region C-
terminal con el (1159). Los cilindros indican segmentos o y las barras representan
segmentos f3.

La interrelacion entre localizacion y tipo de la mutacion con respecto a la edad se
muestra en la figura 1.15, en donde se indica la probabilidad acumulada del primer
evento cardiaco para mutaciones de sustitucion en diferentes localizaciones. Mayor
niamero de eventos cardiacos en mutaciones de sustitucion fueron localizados en la
region transmembrana del poro y en los segmentos o que en mutaciones localizadas
en otras regiones.
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Figura 1.15. Probabilidad acumulada del primer evento cardiaco para mutaciones de sustitucion
en diferentes localizaciones (tomada de Shimizu W et al, 2009).

Por tanto, la funcion biofisica, el tipo y la localizaciéon de la mutacion del canal idnico son
actualmente importantes factores en la determinacion del genotipo de los pacientes afectados
por el SQTL congénito.

1.5.6 Bases moleculares del SQTL adquirido

Hallazgos moleculares como causa de SQTL congénito han aportado un probable
mecanismo para la forma adquirida del SQTL. El farmaco quinidine, la causa
arquetipica del SQTL adquirido fue inicialmente descrito como causa de sincope en
1922 (Levy R, 1922) y como taquicardia ventricular poliférmica en 1964 (Selzer A y
Wray H, 1964). El farmaco thioridazine, un fAirmaco no cardiaco, produj6 el mismo
efecto (Schoonmaker FW et al, 1966) y presagiando el amplio rango de farmacos de
diferentes estructuras y clases que producirian este sindrome potencialmente fatal.
Aunque farmacos asociados al canal hERG fueron los primeros identificados como
causa de SQTL adquirido, el conocimiento de los sindromes congénitos sugiere que la
interaccion de farmacos con multiples canales ionicos puede subyacer esta patologia.
De hecho, la heterogeneidad de los sindromes congénitos esta en contraste directo a la
homogeneidad del SQTL adquirido, la mayoria de farmacos causantes del SQTL
adquirido, lo hacen a través de interacciones con el canal hERG (Roden DM et
al,1996; Cavero I et al, 2000; Dennis A et al, 2007). Aunque existen algunos raros
ejemplos de farmacos que causan un intervalo QT prolongado sin afectar al canal
hERG, entre ellos el farmaco Alfuozin, que incrementa la corriente de sodio (Lacerda
AE et al, 2008).

30



Capitulo I Introduccion

1.6 Canal hERG

El grupo de Warmke J describio el gen que codifica al canal de K" al que
denominaron “ether a go-go” (eag) en una variedad de mosca de la fruta Drosophila
(Warmke J et al, 1991). En 1994 encontraron el homologo humano en el hipocampo,
localizado en el gen del cromosoma 7 y lo llamaron “ human ether a-go-go related
gene o hERG (Warmke J et al, 1994). Estudios de biologia molecular y de
electrofisiologia han permitido identificar que hERG codifica para la subunidad a que
constituye el correlato molecular de la corriente Ik;, destacando que hERG es la
subunidad formadora del poro que codifica para el canal de potasio de rectificacion
tardia rapido.

1.6.1 Relacion estructura-funcion del canal hERG

El canal hERG tiene la misma estructura que los otros canales dependientes de
voltaje, cada subunidad hERG tiene seis segmentos de transmembrana con una
estructura secundaria de a-hélice, el cuarto segmento (S4) presenta 7 cargas positivas
distribuidas en cada tercera o cuarta posicion, y el segmento de aminoéacidos que une
la quinta y sexta hélice se introduce parcialmente en la membrana contribuyendo a
formar el poro selectivo a potasio. Basado en el andlisis estructura-funcioén de otros
canales Kv, se ha inferido que cada canal hERG funcional estd compuesto de cuatro
subunidades que conforman un poro acuoso central . Ver figura 1.16.

Los canales de potasio hERG presentan caracteristicas cinéticas muy propias,
diferentes del resto de los canales Kvs. Si se considera un canal de potasio como un
poro selectivo a potasio con dos compuertas (la de activacion y la de inactivacion), en
cada uno de los extremos del poro, que se abren y cierran de manera dependiente de
voltaje y de tiempo, se puede explicar la diferencia en la cinética de los canales hERG
y Kvs.

Las compuertas son controladas por el potencial de membrana; con la
despolarizacion, la compuerta de activacion se abre (proceso conocido como
activacion), y con la repolarizacion de la membrana la compuerta de activacion se
cierra (desactivacion). Por otro lado, la compuerta de inactivacion se cierra con la
despolarizacion (proceso llamado inactivacion), y se abre con la repolarizacion
(recuperacion de la inactivacion). En los canales hERG la compuerta de inactivacion
responde mas rapido al cambio de voltaje que la compuerta de activacion,
contrariamente a lo que ocurre con los canales Kv, de ahi que los canales hERG
tengan una lenta activacion y desactivacion pero la inactivacion y la recuperacion de
la inactivacion sean muy rapidas.
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Figura 1.16. (A) Topologia del canal de potasio hERG. Una subunidad hERG esta formada por 6
segmentos de transmembrana con los segmentos amino- y carboxilo-terminal en la cara
citosélica. En el extremo amino terminal el canal presenta un dominio PAS (Per-Arnt-Sim) y en
el segmento carboxilo terminal un dominio de unién para nucleétidos ciclicos (cNBD). (B)
Estructura tetramérica propuesta para formar el canal hERG funcional.

Esto conlleva a que cuando se produce una despolarizacion sostenida, los canales
se van a distribuir entre los estados abierto e inactivados, pero si esta despolarizacion
se produce a potenciales muy positivos (por encima de +20 mV) se va a favorecer el
paso de los canales hacia el estado inactivado, lo cual explica la rectificacion hacia
adentro que presenta el canal hERG. La repolarizacion de la membrana, produce una
rapida (en el rango de milisegundos) recuperacion de la inactivacion, la cual va
seguida por una lenta (en el rango de segundos) desactivacion del canal. Esto origina
que el canal hERG permita el paso de corrientes pequefias a potenciales
despolarizados y corrientes grandes durante la fase terminal de repolarizacién del
potencial de accion.

1.6.2 Compuerta de activacion y desactivacion.

Estudios en otros canales Kv han sugerido que la compuerta de activacion esta
formada por el asa que une las hélices S4 y S5 y por la mitad carboxilo del dominio
S6. Esta posibilidad también es el caso para el canal hERG. Por lo tanto, mutaciones
puntuales en el asa S4-S5 y en la mitad carboxilo del dominio S6 tienen un profundo
efecto en la cinética y dependencia al voltaje de la activacion y desactivacion del
canal. Tal arreglo estructural coloca la compuerta de activacion cercana a la entrada
citoplasmica del poro. Esto explica porqué los bloqueadores de hERG que actian del
lado citoplasmico de la membrana obtienen acceso a su sitio de union sélo cuando la
compuerta de activacion esta en la posicion abierta (bloqueo de canal abierto).
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Un determinante importante de la contribuciéon de hERG a la repolarizacion del
potencial de accion es su lento proceso de desactivacion, como se ilustra en la figura
1.17. Por lo tanto, algunas mutaciones asociadas al LQT2 reducen las corrientes
salientes a través del canal hERG al acelerar la desactivacion del canal. El segmento
N-terminal de hERG juega un papel importante en el proceso de desactivacion. La
delecion de los aminoacidos 2 al 354 (A2-354) o del 2 al 373 (A2-373) del segmento
N-terminal causa una aceleraciéon 10 veces mayor de la desactivacion de hERG. Este
efecto es mediado por una corta secuencia de aminoacidos (2-16) en el segmento N-
terminal de hERG.

Despolarizacion

Repolarizacion

E 81’1.: Lenta A OCx Rapida O
XX OO o4 DOCK G

Lenta Riapida

Cerrado Abierto Inactivado
Tipo C

Figura 1.17. La conformacion del canal hERG es dependiente del voltaje

1.6.3 Inactivacion y recuperacion de la inactivacion.

Una importante caracteristica de los canales hERG es su rectificacion que limita la
corriente saliente a través del canal a voltajes positivos. Esto reduce la cantidad de
corriente entrante necesaria para mantener la fase de meseta del potencial de accion.
La rectificacion es debida a un rapido proceso de inactivaciéon. Mutaciones en el asa
del poro y en la mitad amino terminal del dominio S6 del canal hERG pueden
interrumpir el proceso de inactivacion rapida. La cinética de inactivacion del canal
hERG es muy rapida, la boca externa del canal es estrecha y flexible, con esta
estructura el proceso de inactivacion requiere solo un pequefio movimiento molecular
por lo que se lleva a cabo rapidamente.

El asa S5-P del canal hERG (39 aminoacidos) es mas grande que la de otros
canales Kv (5-10 aminoacidos). Algunas mutaciones asociadas al LQT2 ocurren en
este sitio y permiten la maduracion y el transporte del canal a la superficie celular,
pero causan defectos en la funcidon del canal. Por lo tanto el asa S5-P juega un
importante papel en la funcion del canal. Estudios de mutaciones hechas en el centro

33



Capitulo I Introduccion

del asa S5-P del canal hERG sugieren que esta asa puede interactuar con la boca
externa del poro, y participar en el proceso de inactivacion .Ver figura 1.18.
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Figura 1.18. Canal hERG y algunas mutaciones asociadas a LQTS.

1.6.4 Papel de las subunidades B en la funcion del canal hERG.

La primera indicacion de que pudiera haber subunidades reguladoras () que
modularan el canal hERG provienen de estudios en la linea de células auriculares de
raton (AT-1 cells). Ik, es la principal corriente saliente en las células AT-1. Al tratar
estas células con oligonucleotidos antisentido contra minK (subunidad accesoria del
dominio transmembranal 1), y por lo tanto suprimiendo la expresion de minK, se
reduce la amplitud de la corriente Ix,. Ademds, se ha mostrado que cuando se
coexpresan en lineas de células de mamiferos de rifion embrionario de hamster HEK
293, hERG y minK pueden formar un complejo estable, y la amplitud de la corriente

hERG es aumentada relativamente en comparaciéon con células que expresan
solamente hERG.

En 1999 se identificaron tres familias de genes que codifican para los péptidos
relacionados a minK (MiRPs). Estas subunidades MiRP, junto con minK, constituyen
cuatro familias KCNE (KCNE1 a KCNE4, codificando para minK y MiRP1 a
MiRP3)(Abbott GW et al, 1999). Se ha visto que in vitro MiRP1 y hERG pueden

formar un complejo estable y se ha sugerido que MiRP1 es la subunidad 3 del canal
Ix; nativo en miocitos cardiacos.
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Sin embargo, estudios mas recientes sugieren que la coexpresion de MIRP1 y
hERG no recapitulan la corriente Ix, nativa. Weerapura et al (Weerapura M et al,
2002b) mostraron que al coexpresar MIRP1 con hERG no se alteran las respuestas
farmacoldgicas de la corriente hERG por tres farmacos antiarritmicos (dofetilide,
quinidine y E-4031) que bloquean Ik,. La dependencia de concentracién del bloqueo
de la corriente hERG fue practicamente igual a la de Ix,. Estos autores encontraron
algunas diferencias en la cinética de bloqueo entre la corriente hERG expresada en
células CHO (células de ovario de hamster chino) e Ik, pero estas diferencias no
fueron reducidas al coexpresar hERG con MIRP1. Esta coexpresion tampoco redujo
las diferencias entre la corriente hERG e Ik, en cuanto a cinéticas de activacion y
desactivacion de las corrientes de cola.

1.6.5 Asociacion de farmacos con el canal hERG

Los canales de potasio hERG dependientes de voltaje son importantes para la
repolarizacion del potencial de accion cardiaco y tiene un especifico rol en la
supresion de excitaciones prematuras. Los bloqueadores de canales hERG son
utilizados en el tratamiento de arritmias atriales. No obstante, el uso de bloqueadores
del canal hERG, ademas de un gran numero de fArmacos no cardiacos que también se
asocian al canal hERG, son asociados a un incrementado riesgo de arritmias del tipo
Torsade de Pointes y muerte subita. Las autoridades regulatorias del uso de fArmacos
se han preocupado por el efecto colateral potencialmente fatal de firmacos cardiacos
y no cardiacos, y han exigido a las compaiias farmacéuticas una investigacion mas
profunda en base a cada caso de farmaco para valorar si el potencial beneficio de uso
de estos farmacos no sobrepasa el riesgo de complicaciones proarritmicas.

La explicacion para la especial sensibilidad de los canales hERG a los farmacos
puede tener tres razones: primera, los canales hERG realizan una rapida inactivacion,
la cudl estabiliza la asociacion de farmacos; segunda, el poro de los canales hERG al
parecer tiene una gran cavidad en la cudl se pueden acomodar una cantidad de tipos
de farmacos y tercera, la presencia de multiples anillos aromaticos en el poro de los
canales hERG, parece facilitar una asociacion de gran afinidad para farmacos que
contengan ellos mismos anillos aromaticos.

El grupo de Lees-Miller JP reportd que el residuo Phe656 era necesario, pero no
suficiente para la alta afinidad del dofetilide y quinidine con el canal hERG (Lees-
Miller JP et al, 2000). Este resultado fue confirmado y extendido por el grupo de
Mitcheson JS, quienes identificaron 4 residuos, ademas del Phe656, que eran cruciales
para la asociacion de alta afinidad por las metanesulfonamidas: Tyr652, Gly648,
Val625 y Thr623 (Mitcheson JS et al, 2000). Ver el poro del canal hERG ilustrado en
la figura 1.19 y la localizacion de los residuos descritos.
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Figura 1.19. El poro del canal hERG y la localizacion de los residuos asociados a
metanesulfonamidas.

Utilizando un modelo similar homologo de los canales hERG, basado en la
estructura cristalina de KcsA, estos investigadores mostraron que los anillos
aromaticos de las metanesulfonamidas podian realizar un asociacion pi con los anillos
aromaticos de Tyr652 y Phe656. El rol fundamental de los residuos Tyr652 y Phe656
fueron confirmados con estudios utilizando terfenadine y cisapride, en los cudles, la
asociacion de alta afinidad fue reducida drasticamente para mutaciones Tyr652Alay
Phe656Ala, y afectd menos a las mutaciones Gly648Ala, Val625Ala y Thr623Ala. Lo
anterior sugiere que los residuos Gly648, Val625 y Thr623 podrian ser especificos
para las metanesulfonamidas (Mitcheson JS et al, 2000).

1.7 Simulacion con modelos matematicos

Desde mediados del siglo pasado, la electrofisiologia, la cardiologia y la
neurologia se han enriquecido gracias al desarrollo de modelos matematicos que
simulan las caracteristicas mas relevantes de la actividad eléctrica celular (potenciales
de accion). En sus versiones actuales, estos modelos describen con un grado de detalle
asombroso las corrientes idnicas involucradas en el desarrollo de los potenciales de
accion, y se utilizan con profusion en investigacion para simular, ratificar y predecir
diferentes fenémenos electrofisiologicos.

Los modelos del potenciales de accion se materializan en un conjunto de
ecuaciones diferenciales que describen las corrientes ionicas y el potencial de accion
de una célula eléctricamente aislada. Actualmente, los modelos incluyen también una
descripcion matematica detallada de la dinamica del calcio intracelular (liberacion y
recambio en el reticulo sarcoplasmico). Basandose en estas ecuaciones, estos modelos
pueden extenderse para simular el comportamiento eléctrico del tejido miocérdico,
partiendo de la suposicion de que éste esta formado por la conexidon en serie y en
paralelo de cardiomiocitos. Los pioneros en el desarrollo de un modelo matematico
para describir el potencial de accién de las células de membrana excitable fueron
Hodgkin y Huxley (HH). En su trabajo de 1952, los cientificos britanicos
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desarrollaron una teoria matemadtica aplicable a fibras nerviosas capaz de simular los
PA de neuronas aisladas (Hodgkin A y Huxley A, 1952). El modelo HH consta de tres
ecuaciones diferenciales no lineales de primer orden que modelizan el
comportamiento de los canales idnicos de sodio y potasio, cuyos coeficientes son
funcion del potencial de membrana, ademas de una cuarta ecuacion diferencial que
modeliza el comportamiento eléctrico de la membrana. Hodgkin y Huxley utilizaron
sus propios experimentos de fijacion de voltaje “voltage clamp”, para ajustar los
coeficientes de las ecuaciones.

Paralelamente a los modelos que describen las corrientes idnicas y los potenciales
de accién, se utilizaron otros modelos mas simples (pero, precisamente por ello,
ampliables a tejidos completos) para estudiar la actividad eléctrica cardiaca desde un
punto de vista teérico. En la década de los 60, Moe presentd un modelo por ordenador
en el que se simulaba la actividad eléctrica durante la fibrilacion auricular (Moe GK et
al, 1964). Con este sencillo modelo, Moe demostrd que la dispersion espacial del PR
podia ser la causa de las reentradas en fibrilacion auricular.

Con posterioridad al primer modelo idénico de Hodgkin-Huxley, el mismo
formalismo matematico ha sido utilizado para desarrollar modelos de PA cardiacos.
Asi han ido surgiendo modelos cada vez mas detallados y precisos aplicables a células
del nodo sinoauricular, miocardio auricular, fibras de Purkinje y células del miocardio
ventricular.

En efecto, en un trabajo posterior, los mismos Hodgkin y Huxley insinuaron la
posibilidad de adaptar su modelo a otras células de membrana excitable diferentes de
las neuronas mediante la modificacion de los coeficientes de las ecuaciones
diferenciales. Sin embargo, y a pesar de que tras dichas modificaciones resultaban
potenciales de accion que recordaban a los de las fibras de Purkinje (Noble D, 1962),
los experimentos de fijacion de voltaje 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 que el
modelo HH no contemplaba.

Basandose en los experimentos citados, y manteniendo el formalismo matematico
del modelo HH, surgieron modelos posteriores para describir el PA en fibras de
Purkinje. El modelo MNT (McAllister, Noble y Tsien, 1975) distinguia ya tres
corrientes de potasio diferentes, consideraba el papel de la corriente de calcio y
mantenia la formulacion HH para el sodio, siendo capaz de simular la meseta de los
PA de fibras de Purkinje y el automatismo de éstas. Mas adelante, este modelo fue
completado con una formulacidon mas precisa de las corrientes de sodio (Ebihara L y
Johnson EA, 1980), siendo ademas modificado posteriormente (Drouhard JP y
Roberge FA, 1982a). Finalmente, en 1985, apareci6 el modelo DN (Di Francesco D y
Noble D, 1985), que puede considerarse como el mas completo de los desarrollados
hasta la fecha para fibras de Purkinje, pues reinterpreta y reformula las corrientes del
modelo MNT basdndose en los experimentos mas recientes de fijacion de voltaje
(Colatsky TJ, 1980), considera la bomba de sodio-potasio y el intercambiador sodio-
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calcio, y ademads tiene en cuenta los cambios transitorios en las concentraciones de
iones en la vecindad de los poros membranales.

Paralelamente, fueron apareciendo modelos que describian el PA de células
miocardicas. Beeler y Reuter establecieron en 1977 el modelo BR que describe el
potencial de accion en fibras ventriculares cardiacas (Beeler GW y Reuter H, 1977).
Este modelo, modificado y completado posteriormente (Ebihara L y Johnson EA,
1980; Drouhard JP y Roberge FA, 1982b; Mogol DJ et al., 1984; Drouhard JP y
Roberge FA, 1987), se mantuvo durante década y media como el mas completo, hasta
que en 1991 Luo y Rudy lo modificaron, adaptandolo a experimentos recientes de
fijacion de voltaje en parche de membrana “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 ion (modelo LR-I, Luo CH y Rudy Y,
1991).

Mas recientemente, los mismos autores publicaron una segunda version del modelo
LR-I (version LR-II). Este modelo (Luo CH y Rudy Y, 1994a) es mucho mas
completo que su predecesor, pues considera con detalle las corrientes generadas por
las bombas e intercambiadores i6nicos del sarcolema, la dinamica intracelular del ion
calcio (modeliza el proceso de liberaciéon de calcio inducida por calcio) y las
variaciones de las concentraciones intracelulares de todos los iones.

El modelo LR-II ha ido enriqueciéndose en los ultimos afios con la formulacion de
nuevas corrientes idnicas que acercan mas los resultados del modelo a la realidad
electrofisiologica. Por ejemplo, en un trabajo de 1995 (Zeng J et al, 1995), estos
autores dividen la corriente rectificadora tardia de potasio en sus dos componentes
(rapida y lenta), reformulan la corriente de potasio de meseta en base a datos
experimentales mas recientes, e introducen en el modelo la corriente por los canales
de calcio tipo T.

Mas recientemente, el grupo del Rudy Y ha mejorado el modelo LR-II mediante la
reformulacion de algunas corrientes ionicas (Viswanathan PC et al, 1999) y la
introduccion de la corriente de potasio dependiente de sodio junto con una mejora en
la descripcion de la dindmica del calcio intracelular, modelo Faber-Rudy (Faber GM y
Rudy Y, 2000).

A mediados de los 90’s, los modelos matematicos integraron los datos obtenidos
mediante fijacion de voltaje de diferentes especies con los datos capturados en células
aisladas para cada especie. En 1995, estudios electrofisioldogicos mostraron
diferencias en las formas de potencial de accidon y de las corrientes ionicas en las
diferentes especies utilizadas. Por ejemplo, en rata la corriente I, es la mayor
componente de las corrientes i6nicas mientras que en cobaya esta corriente no existe.
Otra diferencia que se encontrd con respecto a las especies fue las corrientes de
potasio Ik, e Iks, ya que difieren de las encontradas en conejo (Salata M et al. 1996),
de esta forma, se fueron creando modelos para diferentes especies. Demir SS y Pandit
SV desarrollaron modelos de ratas (Demir SS et al. 1994; Pandit SV et al. 2001,
2003). Para conejos fueron los grupos de investigacion de Winslow L, Cabo N y
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Boyden CH los que desarrollaron dichos modelos para las diferentes células del
musculo cardiaco, células ventriculares (Winslow L et al, 1999; Greenstein JL et al,
2000; Shannon TR et al, 2004; Mahajan A et al, 2008), células auriculares (Ramirez
RJ et al, 2000; Kneller J et al, 2002), y para células del epicardio (Cabo N y Boyden
CH, 2003).

También han sido publicados algunos modelos para humano, aunque éstos
incorporan la dificultad de la validez de sus datos debido a la problematica en la toma
de datos experimentales. Los modelos publicados han sido desarrollados por Nygren
A et al, Courtemanche M et al, Priebe L y Beuckelmann DJ, Ten Tusscher KH et al,
Iyer V et al, , Grandi L et al y O'Hara y Rudy (Nygren A et al. 1998; Courtemanche
M et al. 1998; Priebe L y Beuckelmann DJ, 1998; Ten Tusscher KH et al, 2004; 2006;
Iyer V et al, 2004; Grandi L et al, 2010; O'Hara T y Rudy Y, 2011). En la tablal.2 se
puede apreciar un resumen de los modelos existentes para ventriculo en diferentes
especies.

Tablal.2 Modelos existentes para ventriculo en diferentes especies.

Autores Especie Referencia
Beeler-Reuter Canino (Beeler GW y Reuter H, 1977)
Noble Cobaya (Noble D et al, 1991)
Puglisi-Bers Conejo (Puglisi JL et al,2001)
Faber-Rudy Cobaya (Luo CH y Rudy Y, 1994a;b;

Visnawathan PC et al, 1999;
Faber GM y Rudy Y, 2000)

Jafri -Rice-Winslow Cobaya (Jafri MS et al, 1998)

Shannon Conejo (Shannon TR et al, 2004)

Mahajan Conejo (Mahajan A et al, 2008)

Hund - Rudy Canino (Hund TJ y Rudy Y, 2004)

Priebe Humano (Priebe Ly Beuckelmann DJ, 1998)
Ten Tusscher Humano (Ten Tusscher KH et al, 2004;2006)
lyer — Winslow Humano (lyer V et al, 2004)

Grandi Humano (Grandi L et al, 2010)

O’Hara - Rudy Humano (O'Hara T et al, 2011)
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Una posibilidad que ha sido explorada en los ultimos afios consiste en formular
ecuaciones del efecto de determinados farmacos sobre las corrientes idnicas sobre las
cuales actian con el fin de arrojar luz sobre su cardcter de farmaco proarritmico o
antiarritmico, o bien con la finalidad de desentranar sus mecanismos de accion,
utilizando para todo ello la técnica de la simulacion por ordenador. En general, puede
decirse que, en los ultimos afios, la modelizacién matematica y la simulacion por
ordenador han demostrado ser dos técnicas muy utiles para complementar a las
técnicas experimentales cldsicas en la interpretacion de los fendmenos
electrofisiologicos.

1.7.1 Modelos de Markov para actividad electrofisiologica celular

Aunque la formulacion de canales i6nicos de Hodgkin Huxley ha tenido gran éxito
para replicar la dindmica de los canales idnicos, los experimentos de cinética de
corrientes realizados por Benzanilla y Armstrong a finales de la década de 1970
plantearon que las transiciones de estado son, con frecuencia, dependientes del estado
del canal (Benzanilla F y Armstrong CM, 1977). En estos casos, la formulacién de
Hodgkin Huxley para canales ionicos es insuficiente, ya que se requiere un modelo
que pueda representar los estados conformacionales individuales y las dindmicas de
transicion asociadas.

Los modelos de Markov de tiempo continuo cumplen ese perfil, ya que estdn
basados en la propiedad de Markov, que dice que las transiciones entre estados
dependen en la formacion actual del canal y no en su conducta previa. Modelos de
Markov de corrientes idnicas que incluyen la descripcion de los estados moleculares
especificos de la proteina y las transiciones entre ellos, como se ha identificado
experimentalmente, se han desarrollado exitosamente para modelizar diversos canales
i6nicos cardiacos, incluyendo Ina, Ik € Ixs (Rudy Y y Silva JR, 2006). No obstante, la
principal desventaja de la formulacion de Markov en los canales idnicos es la
incrementada complejidad del modelo y la gran cantidad de pardmetros que se
necesita determinar, con frecuencia limitados por los datos experimentales.

Una manera intuitiva de comprender la aplicaciéon de los modelos de Markov de
tiempo continuo a los canales i6nicos es considerar que sobre cualquier estado de
entrada i, un contemporizador Tj= e%;j es iniciado por cada posible transicion de un
estado i, a un estado j, y que qj es la asociada relacion de transicion de los estados.
Los contemporizadores son independientes uno de otro, y cuando el primer
contemporizador termina, el canal i6nico hace su correspondiente transicion entre
estados. En presencia de una gran cantidad de canales idénticos, el cambio en la
probabilidad de la ocupancia de estados puede ser expresada en términos de
relaciones de transicion de los estados (Colquhoun y Hawkes , 1981). Si T; es el
tiempo transcurrido entre el estado i y el j y gi= Zix qjj , entonces Ti= e . Por tanto, la
probabilidad de salto de un estado i a un estado j puede estar definida como q;/q; .
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Para los canales i6nicos cardiacos, las relaciones de transicion de estado son
dependientes del potencial de membrana V,, y estan formuladas en base a los
principios termodindmicos como sigue:

kT (AS. AH. Z-F-V,
0, - . . _AH

Xp| +
h R RT R-T (1

Donde T es la temperatura absoluta, AS; es el cambio en entropia, AH, es el cambio
en entalpia, Z; es la valencia efectiva de la carga, V,, es el potencial de membrana, k3,
h, F'y R son las constantes de Boltzmann, Planck, Faraday y de los Gases
respectivamente (Hille B, 2001).

Para calcular la corriente i6nica macroscopica, es necesario considerar la
probabilidad total en el estado abierto o conductor. El cambio en la probabilidad de
los estados del canal P; para N estados discretos se describe por medio de la ecuacion
diferencial de primer orden.

S o} S o]

(2)
N
parai=1,2,...,N-1; i=j y ER =1
j=1
La corriente macroscopica quedard como:
1=G: POy (v, -E,)
3)

Donde / es la corriente transmembrana (uA/cm?) y Gy es la méxima conductancia
de la corriente (mS/cm?), conformada por el producto de la densidad de canales y la
conductancia unitaria del canal, P(O) es la probabilidad total del estado abierto, V,, es
el potencial transmembrana, y E; es el potencial de equilibrio para el i6n especifico.

1.7.2 Modelos de Markov para canal hRERG

Los modelos matematicos con la formulaciéon de Markov para el canal hERG estan
basados en las aproximaciones de Kiehn y de Wang (Kiehn J et al, 1999; Wang S et
al, 1997). El modelo de Kiehn incluye tres estados cerrados (C3, C2, C1), un estado
abierto (O), y un estado inactivado (I). La transicion entre C2 and C1 es independiente
del voltaje. La inactivacion desde el estado cerrado C1 al inactivado I se realiza
directamente (Kiehn J et al, 1999). El diagrama de estados de la formulacion de Kiehn
se ilustra en la figura 1.20.
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Figura 1.20. Diagrama de estados de la formulacién de Kiehn para el canal hERG.

Diferentes autores han desarrollado modelos de Markov basados en la
aproximacion de Kiehn, con valores de relaciones de transicion distintos. En la tabla
1.3 se muestran los autores y diversa informacion de cada modelo para el canal hERG
desarrollado con la formulacién de Kiehn. En la tabla también se indica el sistema
heterdlogo utilizado, ya sea Xenopus oocyte o lineas celulares de mamiferos, rifidon
embrionario de humano (HEK293) y ovario de hamster chino (CHO).

Tabla 1.3 Modelos del canal hERG con la formulacion de Kiehn.

Autor Afo | Sistema Observaciones

Kiehn 1999 | Xenopus oocyte Inactivacion de hERG.

Clancy | 2001 | Cobaya y HEK 293 LQT2 puede prolongar APD

Mazhari | 2001 | HEK 293 Interaccion de hERG y hKCNE2

Lu 2001 | CHO Respuesta a estimulos prematuros

lyer 2004 | HEK 293 y cardiomiocito Cardiomiocito ventricular epicardial
humano humano

Perrin 2008 | CHO Asociacion de farmacos a estado inactivo

La tablal.4 muestra los valores de los coeficientes de las relacion de transicion de
los diferentes modelos con la formulacidon de Kiehn.
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Tabla 1.4 Valores de los coeficientes de las relacion de transicion de los diferentes modelos con la

formulacion de Kiehn.

Clancy Mazhari Lu
Sistema Cobayay HEK293 HEK 293 CHO
C3toC2 0.0555exp(0.05547153(V-12)) 0.0069exp(0.0272V) 0.1161exp(0.01119V)
C2to C3 | 0.00235exp(-0.036588V) 0.0227exp(-0.0431V) | 0.2442exp(-0.06V)
C2toC1 2.172 0.0266 0.1235
CltoC2 1.077 0.1348 0.1911
CltoO | 0.0655exp(0.05547153(V-36)) 0.0218exp(0.0262V) 0.0578exp(0.0363V)
OtoCl | 0.0029357exp(-0.02158V) 0.0009exp(-0.0269V) | 0.349e3exp(-0.0397V)
Otol 0.656exp(0.000942V)(4.5/Ko)*0.3 0.0059exp(0.0443V) 0.2533exp(0.0222V
ItoO 0.439exp(-0.02352(V+25))4.5/Ko 0.0622exp(-0.012V) 0.0522exp(-0.03074V)
Cltol 0.0655exp(0.05547153(V-36)) 1.29e-5exp(2.71e-6V) | 0.052e-3exp(0.057V)
I'to C1 1.964e-3exp(-0.046(V-0.588)) 0.005e-5exp(-0.109V) | 85e-12exp(-0.0689V)

Continuacion de Tabla 1.4

Perrin lyer
Sistema CHO HEK 293
C3toC2 0.0387exp(0.01119V) 0.0171exp(0.033V)
C2toC3 | 0.0814exp(-0.06V) 0.0397exp(-0.0431V)
C2toC1 0.04116 0.0261
CltoC2 0.0637 0.1483
CltoO | 0.0192exp(0.0363V) 0.0206exp(0.0262V)
OtoC1 0.116e3exp(-0.0397V) 0.0013exp(-0.0269V)
Otol 0.0844exp(0.0222V) 0.1067exp(0.0057V)
ItoO 0.0174exp(-0.03074V) 0.0065exp(-0.0454V)
Cltol 0.0173e-3exp(0.057V) 8.04e-5exp(6.98e-7V)
I'to C1 283e-12exp(-0.0689V) 3.09e-7exp(-0.1042V)
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La aproximacioén de Wang contiene los mismos tres estados cerrados (C3, C2, C1),
un estado abierto (O), y un estado inactivado (I), pero no existe la inactivacion desde
el estado cerrado C1 al inactivado I (Wang S et al, 1997). El diagrama de estados del
modelo se presenta en la figura 1.21.
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Figura 1.21. Diagrama de estados de la formulacién de Wang para el canal hERG .

La tabla 1.5 presenta a los autores que han desarrolado modelos para el canal
hERG con la aproximacion de Wang con distintos valores de relaciones de transicion.
Como en la tabla 1.3, también se indica el sistema heter6logo utilizado: Xenopus
oocyte o lineas celulares de mamiferos, rifion embrionario de humano (HEK293) y
ovario de hamster chino (CHO).

Tabla 1.5 Modelos del canal hERG con la formulacion de Wang.

Autor Afo | Sistema Observaciones

Wang 1997 | Xenopus oocyte Caracterizacion cuantitativa de inactivacion

Johnson 1999 | CHO Evidencia de dos distintos sensores de voltaje

Weerapura | 2000 | Xenopus oocyte Inactivacion rapida minimiza el bloqueo de
Bario

Fink 2008 | HEK 293 Reserva de repolarizaciéon en ventriculo
humano

La tablal.6 muestra los valores de los coeficientes de las relacion de transicion de
los diferentes modelos con la formulacion de Wang.
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Tabla 1.6 Valores de los coeficientes de las relacion de transicion de los diferentes modelos con
la formulaciéon de Wang.

Wang Johnson Weerapura Fink

Sistema Xenopus oocyte CHO Xenopus oocyte HEK 293
C3to C2 | 0.022348exp(0.01176V) 0.0069exp(0.0259V) 0.022348exp(0.0117V) 0.2069exp(0.01119V)
C2to C3 | 0.047002exp(-0.0631V) 0.0114exp(-0.0388V) 0.047002exp(-0.0631V) 0.1332exp(-0.0603V)
C2toC1 0.023761 0.0081 0.023761 0.0421
CltoC2 0.036778 0.0429 0.036778 0.081
CltoO | 0.01373exp(0.038198V) 0.0114exp(0.0284V) 0.013733exp(0.0381V) 0.022exp(0.0364V)
OtoCl 6.89e-5exp(-0.04178V) 0.94e-6exp(-0.0427V) 6.89e-5exp(-0.04178V) 2.26e-4exp(-0.0339V)
Otol 0.0908exp(0.023391V) 0.116exp(0.0147V) 0.3366exp(0.018412V) 0.4183exp(0.0223V)
1to O 0.0064exp(-0.03268V) 0.014exp(-0.0147V) 0.0167exp(-0.0315V) 0.0416exp(-0.0312V)

(2.0/Ko0)"0.4 (2.0/Ko0)"0.4

1.8 Clasificacion de los farmacos antiarritmicos

La clasificacion de los farmacos antiarritmicos actualmente mas aceptada y vigente
es la clasificacion de Vaughan Williams (Vaughan Williams EM et al, 1970) que
divide a los farmacos antiarritmicos en 4 grupos atendiendo a su mecanismo de
accion. Esta clasificacion, sin embargo, esta limitada en cuanto a que no tiene en
cuenta que determinados farmacos tienen multiples efectos electrofisiolégicos y no
pueden ser englobados en un unico grupo (Kowey PR et al, 2000). Igualmente, la
clasificacion de Vaughan Williams no toma en cuenta la accion de los metabolitos de
los farmacos que pueden tener diferentes efectos electrofisiologicos.

Vaughan Williams clasifica los antiarritmicos su mecanismo

fundamental de accidn en cuatro grupos:

segiin

Farmacos antiarritmicos del grupo I

Su efecto se basa en el bloqueo del canal de Na' voltaje-dependiente con lo que
deprimen la Iy, a nivel auricular y ventricular. Reducen, por tanto, la velocidad de
despolarizacion de la fase 0 y, por consiguiente, la velocidad de conduccion (VC) y la
excitabilidad (Tamargo J y Valenzuela C, 1992). De acuerdo con la cinética de
bloqueo (velocidad de asociacion-disociacion) del canal de Na', los farmacos de este
grupo se subdividen en tres subgrupos:
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-Farmacos Ia (cinética intermedia): quinidine, procainamide, disopiramide.

Presentan mayor afinidad por el estado inactivo del canal de Na' y su cinética es de
velocidad intermedia entre la de los subgrupos Ib y Ic. Prolongan el intervalo QT y la
duracién del complejo QRS en el electrocardiograma (ECG) asi como el periodo
refractario efectivo (PRE), al aumentar la duracion del PA (por efecto bloqueante de
los canales de K"). Su efecto sobre el canal de Na” es modesto, por lo que sus efectos
sobre la VC son moderados.

- Farmacos Ib (cinética rapida): lidocaine, mexiletine, tocainide.

Féarmacos que presentan mayor afinidad por el estado activo del canal y su cinética
de bloqueo es rapida. Acortan ligeramente la duracion del potencial de accion (APD)
pero sus efectos sobre el PRE y sobre la VC son escasos.

- Farmacos Ic (cinética lenta): flecainide, propafenone, encainide.

Presentan mayor afinidad por el estado activo del canal (flecainide) o por el estado
inactivo (propafenone). Su cinética lenta sobre el canal de Na™ condiciona una potente
depresion de la In, lo que produce una importante reduccion de la VC. Sus efectos
sobre la APD son practicamente nulos. En el electrocardiograma, inducen
ensanchamiento del complejo QRS.

Farmacos antiarritmicos del grupo II

Féarmacos que producen un bloqueo competitivo y reversible sobre los receptores
B-adrenérgicos cardiacos. En consecuencia reducen la frecuencia sinusal y suprimen
los marcapasos ectopicos y el automatismo anormal inducido tras la liberacion de
catecolaminas. Igualmente deprimen la VC y prolongan el PRE del AV, prolongando
los intervalos PR y Auricula-Haz. Su efecto sobre la VC y la conduccion
intraauricular e intraventricular es discreta por lo que no modifican el intervalo Haz-
Ventriculo. Sin embargo, en el miocardio isquémico, deprimen la VC y aumentan el
umbral de fibrilacion ventricular (FV). Se incluyen en este grupo todos los farmacos
betabloqueantes como el propranolol, el atenolol, el bisoprolol y el metoprolol entre
muchos otros.

Farmacos antiarritmicos del grupo 111

Su mecanismo de accion se basa en el bloqueo de los canales de K responsables
de la corriente de rectificacion tardia de K' (Ix), por lo que prolongan la APD y los
PR (lo que implica un alargamiento del intervalo QT del electrocardiograma),
aumentando la longitud de onda del proceso de activacion. Sus efectos sobre las
velocidades de conduccion son escasos. El principal representante de este grupo es la
amiodarone, derivado yodado benzofurdnico que no sélo bloquea la Ix sino que
ademas exhibe afinidad por el estado inactivo del canal de Na', propiedades
antagonistas del Ca™ vy, a altas dosis, bloquea de forma no competitiva los receptores
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a y P-adrenérgicos. Otros farmacos pertenecientes a este grupo son el sotalol, el
dofetilide y el ibutilide.

Farmacos antiarritmicos del grupo IV

Son farmacos que bloquean la entrada de Ca™ a través de los canales tipo L. Los
principales farmacos con efecto antiarritmico de este grupo son el verapamil y el
diltiazem. Su efecto se produce fundamentalmente sobre estructuras cuyos PA son
dependientes del Ca*™> como en el nédulo SA y el noédulo AV, produciendo depresion
de la frecuencia sinusal y de los marcapasos de la unién auriculo-ventricular.

1.9 Efecto proarritmogénico de los farmacos antiarritmicos

La aplicacion de farmacos antiarritmicos estd sujeta a numerosos efectos
adversos, siendo el fendmeno proarritmogénico uno de los mas temidos. Este aspecto
de los farmacos antiarritmicos ha sido referenciado y estudiado por gran cantidad de
autores (Zipes DP, 1980; Hoffman BF y Rosen MR, 1981; Creamer JE et al, 1987; El-
Sherif N, 1991; Garcia Civera et al, 1991; Morganroth J, 1992; Tamargo J y
Valenzuela C, 1992; Nattel S, 1998) y especialmente aplicado a los fairmacos del
grupo III como el dofetilide (Carmeliet E, 1992; Yuan B et al, 1994; Mounsey JP y
DiMarco JP, 2000; Diaz AL y Clifton GD, 2001; Al-Dashti R y Sami M, 2001; Torp-
Pedersen C et al, 2000 y 2003, Gillis AM et al, 1998, Baskin EP y Lynch JJ, 1994,
Saiz J et al, 2011).

1.9.1 Mecanismos proarritmogénicos de los farmacos antiarritmicos

Se han propuesto diferentes mecanismos para explicar el potencial proarritmico de
los farmacos antiarritmicos, que se resumen a continuacion:

1.- Alteracion en los tiempos de conduccion: el bloqueo de los canales de Na' por
farmacos del grupo [ y en especial por los del subgrupo Ic, producen una reduccion en
las VC sin afectar practicamente a los PR (El-Sherif N, 1991; Katritsis D et al, 1995;
Yamashita T et al, 1995; Wijffels M et al, 2000). Este hecho facilitaria la aparicion de
bloqueos de la conduccion y una reduccion en la longitud de onda de activacion ( Ao),
lo que facilitaria la aparicion de fendmenos de reentrada (Creamer JE et al, 1987;
Nattel S, 1998, Cardona K et al, 2010). Ver detalles en tabla 1.7.

2.- Alteracion de la refractariedad: La prolongacion de los PR inducida por
farmacos de los grupos I y III puede asociarse con dispersion temporal de los mismos
lo que facilita la aparicion de reentradas (Creamer JE et al, 1987; Rouet R et al, 2000;
Wirth KJ y Knobloch K, 2001; Saiz J et al, 2011).

3.- Aumento del automatismo y actividad desencadenada: el aumento del
automatismo se ha relacionado con taquicardias inducidas por farmacos, asi como la
aparicion de pospotenciales tempranos en relaciéon a farmacos que prolongan el
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intervalo QT (Nattel S, 1998) como el dofetilide, procainamide, quinidine o sotalol y
pospotenciales tardios asociados a la toxicidad digitalica (Creamer JE et al, 1987;
Garcia Civera R et al, 1991; El-Sherif N, 1991).

Tabla 1.7 Clasificacién y efectos de los firmacos antiarritmicos.

CLASE | ECG CANAL/RECEPTOR FARMACO

QUINIDINE
IA AORS | Bloqueo Canal Na+ | PROCANAMIDE

AQT Cinética intermedia | DISOPIRAMIDE

LIDOCAINE
IB = QT Bloqueo Canal Na+ MEXILETINE
= QRS | Cinética réapida TOCAINIDE
FLECAINIDE
ic AORS | Bloqueo Canal Na+ | PROPAFENONE
Cinética lenta ENCAINIDE
PROPANOLOL
II VFC Bloqueo Receptor 3 | ATENOLOL
APR BISOPROPOL
SOTALOL

III ANQT Bloqueo Canal K+ DOFETILIDE

IBUTILIDE

VERAPAMIL

v VFc Bloqueo Canal Ca+2 | DILTIAZEM

A PR

4.- Elevacion del umbral de desfibrilacion: determinados farmacos elevan el
umbral de desfibrilacion de forma que aumentan la susceptibilidad para la aparicion
de taquicardias ventriculares malignas o hacen madas rebeldes a tratamiento las
preexistentes. Tal es el caso del bretilio y de la amiodarone.

5.- Elevacion del umbral de estimulacion: farmacos como la flecainide, la
procainamide o la quinidine elevan el umbral de estimulacion endocardico con lo que
aumenta el riesgo de fallos en la captura de marcapasos (Fornieles H et al, 2002),
pudiendo inducir taquicardias dependientes de la bradicardia resultante.
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6.- Efectos sobre la conduccion atrioventricular: los farmacos antiarritmicos
poseen un potencial efecto proarritmico por su influencia directa o indirecta sobre la
conduccion auriculo-ventricular. Por ejemplo, la flecainide puede incrementar el ciclo
del flutter auricular favoreciendo la conduccion auriculo-ventricular.

7.- Efecto inotropico negativo: la disminucion del inotropismo inducido por los
farmacos antiarritmicos puede, de manera indirecta, aumentar el riesgo de aparicion
de taquicardias ventriculares al inducir una situacion de insuficiencia cardiaca (EI-
sherif N, 1991).

1.10 El farmaco dofetilide

El dofetilide es un farmaco de nueva generacion, aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) en octubre de 1999 con dos indicaciones: la conversion a ritmo
sinusal de la fibrilacion y el flutter auricular, y el mantenimiento del ritmo sinusal
cuando éste se consiga (Mounsey JP y DiMarco JP, 2000; Falk RH y DeCara JM,
2000; Diaz AL y Clifton GD, 2001).

1.10.1 Mecanismo de accion

Los farmacos bloqueadores de los canales del potasio suprimen las arritmias
cardiacas dependientes de mecanismos reentrantes prolongando la duracion del
potencial de accion y por lo tanto el periodo refractario. Este bloqueo de los canales
de potasio, da lugar a la prolongacion selectiva del periodo refractario sin afectar a la
velocidad de conduccion (Gwilt M et al, 1991), aumentando la probabilidad que un
impulso reentrante entré en contacto con el tejido que sigue siendo refractario. Lo
anterior, determina la terminacion de la arritmia y restaura el ritmo normal del nédulo
sinusal. Ademas, este mecanismo promueve aumentos moderados en la contractilidad
cardiaca, en comparacion con la disminucion de la funcién contractil del corazon,
como hacen la mayoria de las drogas antiarritmicas. Este perfil farmacoldgico es
especifico a la accion de antiarritmicos de la clase III, segun la clasificacion de
Vaughan Williams.

La utilizacion de farmacos del grupo I para tratar o prevenir arritmias
supraventriculares y ventriculares estd limitada en muchos casos por su efecto
inotropico negativo y proarritmogénico, en especial en pacientes isquémicos y con
mala funcion ventricular. Ello ha hecho que los firmacos més empleados en estos
casos hayan sido los del grupo III (amiodarone y sotalol). Sin embargo, el efecto de
estos farmacos no es exclusivo de clase III, el amiodarone tiene una farmacocinética
poco favorable y una toxicidad extracardiaca importante, y el sotalol posee efecto
betabloqueante y no es eficaz con frecuencias cardiacas altas. Todo ello ha llevado a
la busqueda de un farmaco con efecto clase Il puro (Bashir Y et al, 1995; Baskin EP
y Lynch JJ, 1998; Torp-Pedersen C et al, 2003). El dofetilide (UK-68,798) es un
farmaco de la clase III puro. La férmula estructural del dofetilide se muestra en la
figura 1.22.
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Su mecanismo de accién consiste en el bloqueo selectivo de la componente
rapida de la corriente de rectificacion tardia de K (Ix,)/(Inerg) con lo que prolonga el
periodo refractario (PR) y la duracion del potencial de acciéon (APD) sin afectar a la
velocidad de conduccion (VC), aumentando por tanto, la longitud de onda de
activacion (Ao) (Carmeliet E, 1992; Yuan B et al, 1994; Mounsey JP y DiMarco JP,
2000; Diaz AL y Clifton GD, 2001; Al-Dashti R y Sami M, 2001; Torp-Pedersen C et
al, 2000 y 2003).

CH,SO,NH A~ cti
' /\o/\/K/\C\
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Figura 1.22. Férmula estructural del dofetilide

Este efecto es similar tanto en corazones normales como hipertrofiados (Gillis AM
et al, 1998), dilatados o isquémicos (Montero M et al, 1996), y es igualmente similar a
nivel endocardico como epicardico por lo que no produce dispersion de PR entre
ambas estructuras (Bauer A et al, 1999). En estos fendmenos se basa su efecto
antiarritmico (Cha Y et al, 1996). El bloqueo de la Ik, producido por el dofetilide es
dosis y voltaje dependiente, y su efecto es mayor en presencia de potenciales
despolarizados (Carmeliet E, 1992) y menor en situaciones de hiperkalemia (Baskin
EP y Lynch JJ, 1994). El lugar especifico de union del farmaco al canal hERG es, por
el momento, desconocido (Kiehn J et al, 1996) aunque parece ser que una serina en
posicion hERG 620, participa directamente en la union del dofetilide al canal (Ficker
E et al, 1998). La concentracion de K extracelular podria estar implicada en la
modulacién de la unién del fdrmaco con el receptor de alta afinidad del canal (Duff
HJ et al, 1997), qué regula la I,.

1.10.2 Efectos electrofisiologicos del dofetilide en el ventriculo

Los estudios clinicos y experimentales realizados con dofetilide en
ventriculo, confirman el efecto clase III selectivo del farmaco. El dofetilide alarga la
APD y el PR ventricular sin afectar a la VC, aumentando, por tanto, la Ao del proceso
de activacion (Yuan B et al, 1994; Bashir Y et al, 1995; Lande G et al, 1998; Baskin
EP y Lynch JJ, 1998).

En la mayoria de estudios experimentales se ha comprobado que el efecto del
dofetilide sobre las propiedades electrofisiologicas del miocardio ventricular es, al
igual que en el auricular, dependiente de la frecuencia cardiaca o de estimulacion
(“reverse use dependence”), de manera que su efecto es mayor a frecuencias de
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estimulacion lentas (Gjini V et al, 1996; Marschang H et al, 1998; Bauer A et al,
1999). Baskin EP y Lynch JJ (1998) en sus experimentos con musculo papilar aislado
de tejon, encontraron que este efecto dependiente de la frecuencia estd influenciado
por la temperatura, de manera que se produce a una temperatura de 37°, pero
desaparece al reducir la temperatura a 32°. Segln los resultados de otros autores,
dicho efecto dependiente de la frecuencia estaria también influenciado por otros
factores como la concentracion extracelular de potasio (Gjinii V et al, 1996),
circunstancia no observada por otros como Baskin E y Lynch JJ en 1994. Este
efecto dependiente de la frecuencia descrito en los estudios experimentales
resultaria poco beneficioso para el manejo de las taquiarritmias tanto auriculares
como ventriculares. Sin embargo existen discrepancias entre los resultados
experimentales y los clinicos. Estudios clinicos que miden los PR ventriculares
durante la realizacion de estudios electrofisioldgicos bajo el efecto del dofetilide
concluyen que el farmaco no presenta dicho efecto dependiente de la frecuencia en
humanos (Yuan B et al, 1994; Bashir Y et al, 1995), mientras que otros estudios que
se basan en la medida del intervalo QT para analizar el efecto del dofetilide, dan como
resultado que el farmaco tiene un comportamiento dependiente de la frecuencia
cardiaca al igual que en los estudios experimentales (Demolis JL et al, 1996; Lande G
et al, 1998). El efecto proarritmogénico del dofetilide ha sido documentado (Bauer
Aet al, 1999; Mounsey JP y DiMarco JP, 2000). El mecanismo mads intimamente
relacionado con dicho efecto, parece ser el alargamiento del intervalo QT a
frecuencias bajas lo que se relaciona con la aparicion de Torsade de Pointes (Torp-
Pedersen C et al, 2000; Falk RH y DeCara JM, 2000; Van Opstal JM et al, 2001,
Al-Dashti R y Sami M, 2001). Sin embargo, el farmaco seria mas
arritmogénico en modelos de animales en los que el dofetilide ha demostrado mayor
efecto a frecuencias cardiacas lentas, que en humanos (Yuan B et al, 1994).

En modelos animales de isquemia miocardica aguda, el dofetilide ha demostrado
reducir el riesgo de fibrilacion ventricular (FV) (Andersen HR et al, 1994). Rouet R et
al (2000) estudiaron el efecto del dofetilde en un modelo de zona de borde entre
miocardio normal e isquémico en corazéon de cerdo y concluyen que a
concentraciones de 5 nmol/L el dofetilide demuestra efecto antiarritmico, mientras
que a altas concentraciones (50 nmol/L), puede resultar proarritmico en isquemia
aguda.

1.11 Modelizacion de farmacos

La teoria del receptor en farmacologia es la aplicacion de los modelos de
receptores desarrollados en fisica-quimica para explicar los mecanismos de la
asociacion de moleculas de firmaco con receptores celulares (Kenakin T, 2004).
Clark AJ en 1933, fue el primero en aplicar el modelo del receptor, previamente
utilizado para describir la cinética de las enzimas, para explicar los efectos de
farmacos en canales i6nicos (Clark AJ, 1933).
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En las ultimas décadas, diferentes hipdtesis han sido propuestas para explicar la
accién de los farmacos. Estas son: a) Bloqueo del poro; b) Receptor guardado o
protegido (Guarded Receptor GR) (Starmer CF, et al., 1984; Starmer CF y Grant AO,
1985; Starmer CF y Courtney KR, 1986; Starmer CF, 1987); c¢) Receptor modulado
(Modulated Receptor MR) (Hille B, 1977; Hondeghem LM y Katzung BG, 1977;
Hondeghem LM y Katzung BG, 1980). En el modelo de bloqueo del poro, el farmaco
tiene acceso continuo hacia su receptor y la afinidad al receptor es independiente del
estado del canal. Por lo tanto, la unidon del firmaco es modelizada como un simple
decremento de la conductancia. Este modelo es util para predecir el efecto de un
farmaco independientemente de como las compuertas del canal actian en respuesta a
un estimulo dado.

Por otra parte, las hipdtesis 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 hipotesis 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 conduccidn hasta que el farmaco se pueda disociar del receptor (Starmer CF et al.,
1984; Starmer CF y Grant AO, 1985; Starmer CF y Courtney KR, 1986; Starmer CF,
1987).

En contraste, la hipdtesis MR define que la afinidad del receptor para el farmaco
cambia en funcién 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 B, 1977; Hondeghem LM y Katzung BG, 1977). Para permitir la
asociacion dependiente del estado, el comportamiento del fArmaco asociado al canal
debera ser modificado para preservar el balance de energia. Por lo tanto la hipdtesis
MR requiere alterar la cinética del canal cuando el farmaco esté asociado al canal.

Recientemente, una cuarta hipotesis de accion de farmaco ha sido propuesta: la
hipotesis Efector alostérico (Alosteric Effector AE) (Balser JR et al., 1996). Al igual
que la MR postula que la asociacion del farmaco altera la cinética de las compuertas.
Esta teoria, asume que el farmaco decrementa la energia libre Gibbs para la
conformacion 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 accion de farmaco, s6lo dos la
MR y AE, requieren alteraciones en la cinética de las compuertas del canal. La
hipotesis del receptor protegido es la utilizada en este trabajo, por tanto, se ampliaran
sus conceptos en el proximo apartado.
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1.11.1 Teoria del receptor guardado o protegido Guarded Receptor Theory
(GRT)

La teoria del receptor guardado o protegido elaborada por Starmer CF et al, basa
su explicacion en los canales de sodio y postula que la presencia de fibrilacion
auricular 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 MF y Bigger JT, 1975; Cahalan MD, 1979,
Bean BP et al, 1983; Grant AO 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 1.23 (Starmer CF,
1984; Baumgarten CM et al, 1991).

membrana
membrana
membrana

compuerta
compuerta

compuerta

®
®

a(V) k, [D]
Inaccesible - Accesible ..—I_” Blocueado
B(V) 0

Figura 1.23. Modelo de accion de las compuertas cuando un firmaco bloquea un canal iénico.
[tomada Starmer et al. 1984]

FE1 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.

= F] 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
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ko
Uu+D 4?3

“4)

Donde B representa la asociacion del farmaco con el canal, ky y /) son los
coeficientes de relacion de asociacion y disociacion. Para una conformacion
especifica de canal, la fraccion de canales asociados al farmaco, b, estad dado por:

b _ k- [D} (1-b)-1-b
dt (5)

En presencia de una carga de membrana, la cinética de asociacion se modificara
por la carga del farmaco debido a la relacion de energia requerida para el movimiento
del farmaco a través de la diferencia de potencial. Asi, V)., 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(Vyoor — Viee). La
incorporacion del efecto de movimiento de carga modifica los coeficientes de
relacion de asociacion y disociacion asi:

k = ke:-g(vp,m, ~Vye YFIRT

o

/| = le:-(l—g)(V]m,,l ~Vyee }YFIRT (6)

o

Donde ¢ representa la particion del efecto de carga entre las reacciones de asociaciéon y
disociacion. Para ¢ = /I, todo el efecto de la carga reside en la reaccion de asociacion,
mientras para ¢ = 0, el efecto de la carga reside en la reaccion de disociacion, dando
lugar a la siguiente ecuacion:

@ -k [D] (1 —b)' e:'E(VpM,—VW)F/RT _ b e:'(l—s)(VpM,—VW)F/RT
di )

Para cada una de las configuraciones del canal, hay una constante de disociacion
en equilibrio independiente de la configuracion, K, la cual refleja las diferentes
constantes de relacion de asociacion y disociacion, que caracterizan la transicion
entre el canal asociado y el disociado. Por lo tanto, aunque las constantes de relacion
de asociacion y disociacion sean diferentes, K; 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:
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% _ ngg ks' [D] (1 : b)' em(v,,,,,,,—vm,.)F/R-T _ Sz"gs_ ls' b e:'(l—b‘)(V,,,,,,z—Vm,.)F/R-T

s=1 s=1

®)

Siendo S, los diferentes estados de conformacion, s las conformaciones del canal,
fi:(1-b) es la fraccion de canales no bloqueados, gs-b es la fraccion de canales
bloqueados, y 4, y I 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:

WK, iy, |
b(oo) _lis a, 2(Vpoot =Vree }FIRT
D
©)
Donde K; = Iy/ks y W es un factor determinado por la fraccion de canales en cada
conformacion, f; y g (Starmer CF y Kerr RB 1985; Starmer CF y Grant AO, 1985;

Starmer CF, 1986; Starmer CF et al, 1991; Starmer CF et al, 1990).

Esta teoria ha sido usada por varios autores y a través de ella se han podido
modelizar la accion de diferentes fArmacos utilizando las compuertas del canal y los
diversos estados en los que el farmaco se puede asociar o disociar (Weirich J y Antoni
H 1989, 1990; Kojima M y Ban T, 1988; Ban T et al, 1989; Cardona K et al, 2010;
Saiz J et al, 2011).
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CAPITULO IL- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las enfermedades cardiovasculares son un problema de salud publica por su alta
morbilidad, costo asistencial y por la frecuencia en que se desarrollan complicaciones
que afectan la calidad de vida o la capacidad productiva del paciente. Las arritmias
cardiacas son de las mas importantes enfermedades cardiovasculares que afectan a
una considerable cantidad de personas, no solo a nivel nacional sino a nivel mundial.

Hay una concienciacion cada vez mayor de la importancia de diferencias entre los
hombres y las mujeres en la fisiologia y la patofisiologia del sistema cardiovascular.
Una de las diferencias mas importantes entre los hombres y las mujeres con respecto a
sexo y a arritmias es el mayor riesgo en mujeres de una taquicardia ventricular
polimorfica, conocida como Torsade de Pointes (TdP), inducida por los farmacos que
prolongan la repolarizacion. Ademas, el género femenino es un factor de riesgo
independiente para el sincope y la muerte subita en el sindrome de QT largo
congénito (SQTL). Aunque los mecanismos moleculares para estas diferencias
relacionadas al sexo son en gran parte desconocidos, las diferencias fundamentales en
la electrofisiologia de los corazones del varon y de la hembra se postulan para ser
responsables. Las mujeres tienen ritmos cardiacos mas altos e intervalos QT
corregidos (QTc) mas largos que los hombres. Sin embargo, los preadolescentes y las
preadolescentes tienen un QTc similar. Partiendo de lo anteriormente expuesto, se
han planteado el siguiente objetivo general para el desarrollo de esta tesis doctoral:

Investigar las diferencias relacionadas al sexo y la edad bajo los efectos de
mutaciones y el farmaco dofetilide.

Junto con las diferencias de edad y sexo relacionadas con el QTc, el estudio
planteado en esta tesis doctoral ayudaria en el conocimiento mas profundo de las
diferencias relacionadas a la edad y el sexo en la actividad eléctrica de las células
ventriculares (potenciales de accion), la duracion de la APD, la susceptibilidad de
EADs y la dispersion de repolarizacion, que en parte puedan explicar las diferencias
de género y edad en la incidencia de la prolongacion de QT y de TdP, tanto en el
SQTL congénito como en el SQTL inducido por farmacos.

Asimismo, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1.- Desarrollar modelos matematicos que representen tejido ventricular a nivel
celular y fibra unidimensional para adulto macho, adulto hembra, preadolescente
macho y preadolescente hembra de mamifero, modelizando y simulando las regiones
epicardicas, midmiocéardicas y endocardicas en células ventriculares, asi mismo,
modelizar y simular una fibra unidimensional de tejido ventricular para adulto macho,
adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra, obteniendo sus
respectivos pseudo-ECGs.
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2.- Modelizar la accion del farmaco dofetilide en el canal del gen hERG,
desarrollando el modelo matematico de la accion del farmaco dofetilide con la
hipotesis del receptor guardado utilizando la formulacién de Markov.

3.- Evaluar los efectos del farmaco dofetilide a nivel celular y fibra unidimensional
en tejidos ventriculares de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y
preadolescente hembra en condiciones normales y condiciones patoldgicas,
incorporando los modelos matematicos del dofetilide a los modelos de potencial de
accion para evaluar las diferencias con respecto a edad y género bajo los efectos del
farmaco en células de cardiomiocitos, también, evaluar la accidon combinada del
modelo del farmaco dofetilide con el bloqueo de la componente lenta de la corriente
rectificadora tardia (Iks), simulando los efectos de la reserva de replarizacion reducida
e investigar las diferencias relacionadas a la edad y el sexo bajo los efectos del
dofetilide en la fibra unidimensional de tejido ventricular para adulto macho, adulto
hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra y sus respectivos pseudo-
ECGs.

4.- Modelizar tres mutaciones del sindrome de QT largo del tipo 2 (hERG), para lo
cudl se modelizaran y simularan las células tipo silvestre (wild type WT) y de las
mutaciones R56Q, A561V y G604S del SQTL del tipo 2 en el canal hERG.

5. Evaluar los efectos del farmaco dofetilide en células tipo silvestre (WT) y en
células de las 3 mutaciones modelizadas del canal hERG en los modelos de adulto
macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra, incorporando
los modelos matematicos del dofetilide a los modelos de potencial de accion en las
regiones epicardicas, midmiocardicas y endocardicas.
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CAPITULO IIL.- METODOS

3.1 Modelo de potencial de accion unicelular

En los ultimos cincuenta afios, la modelizacion matematica de la electrofisilogia
cardiaca ha recibido un gran impulso, profundizando en el conocimiento de los
mecanismos de la arritmogénesis del corazén (Rudy Y y Silva JR, 2006). Ahora se
puede contar con detallados modelos celulares de la electrofisiologia cardiaca para
una variedad de especies animales y tipos de células cardiacas.

3.1.1 Modelo de Faber-Rudy

Uno de los modelos mas recientes que simulan el comportamiento eléctrico de las
células ventriculares para cobaya ha sido desarrollado en varias fases por el grupo de
Yoram Rudy (Luo CH y Rudy Y, 1991; Luo CH y Rudy Y, 1994; Zeng J et al, 1995;
Viswanathan PC et al, 1999; Faber GM y Rudy Y, 2000). El modelo no se limita s6lo
a describir las caracteristicas eléctricas de un cierto nimero de canales i6nicos, Sino
que, ademas, describe con detalle las transferencias de materia (iones) entre
diversos compartimentos funcionales que influyen directamente en el potencial de
membrana. En la figura 3.1 se presenta el diagrama esquematico de este modelo.
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Figura 3.1 Diagrama esquematico del modelo Faber-Rudy 2000.

Asi, el modelo considera tres compartimentos: medio extracelular, medio intersticial y
medio intracelular que incluye al reticulo sarcoplasmico (SR). EI SR esta dividido a
su vez en dos compartimentos: compartimento de entrada del SR (NSR, “network
SR”) y compartimento de salida del SR (JSR, “junctional SR”). El modelo incluye
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bombas e intercambiadores i6nicos, cambio de concentraciones ionicas, almacenes de
calcio y una descripcion detallada de la dindmica del calcio dentro de la célula. En
este trabajo, se ha utilizado el modelo mas reciente del grupo de Yoram Rudy,
también denominado como modelo Faber-Rudy 2000.

A continuacion, se procedera a la descripcion del modelo anterior partiendo del
esquema eléctrico general de la membrana celular como se muestra en la figura 3.2
y las wvariaciones de concentraciones ionicas de cada una de las corrientes. En este
esquema, las corrientes salientes de la célula son positivas y las entrantes negativas.

Medio Intracelular

I Sm I gs L Cl) Q)Ii +
— Vi

[ = |

Medio Extracelular

est

Figura 3.2 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 idnica genérica, I,: corriente asociada a una bomba electrogénica, I;: corriente
asociada a uno de los intercambiadores ionicos; I.: corriente de estimulacion externa, Eg:
potencial de inversion del canal y g;: conductancia del canal.

La ecuacidon que describe el comportamiento de la membrana se deduce de la
aplicaciéon de la primera ley de Kirkchoff al circuito eléctrico equivalente de la
membrana celular de la Figura 3.2, asi:

Ic +Ii0n +Iesr = 0

C, % XLV, )+ DL+ DL +1,(1)=0

Donde:

(10)

1. es la intensidad que atraviesa la capacidad de membrana (C,,), cuyo valor es 1
u F/em2 y V,, es el potencial de membrana. /;,, es la suma de las corrientes idnicas
(Ly), de las corrientes de las bombas electrogénicas (/) y de los intercambiadores
i6nicos (). st es la corriente de estimulacion externa. A continuacion se procedera al
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andlisis de la expresion matemdtica de una corriente Is que atraviesa un canal
genérico.

La expresion general de la corriente idnica correspondiente al canal idnico s es la
siguiente:

I =P-1 (11)

N N S,max

Donde ; 4y €s 1a maxima corriente por el canal y P, es la probabilidad de apertura
del canal. Esta ultima se expresa, en general, como un producto de variables
adimensionales llamadas compuertas (xi) elevadas a ciertos componentes enteros (#i):

P o=k (V,) x/"xx) ... (12)

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

dx, : .
=% (1= xi)- B, xi (13)
Donde los coeficientes « ,; y B dependen a su vez del potencial de membrana. El
factor ky(V,) estd comprendido entre 0 y 1, y expresa la posible dependencia directa
de la probabilidad de apertura en el potencial de membrana. La corriente méxima por
el canal (/;4), depende del potencial de membrana y de otros parametros como
concentraciones ionicas, temperatura, etc. La formulacion utilizada se basa en la ley
de Ohm. La expresion de la corriente méxima sera:

L = 8o V,y = E.) (14)

Donde gsma €s la conductancia maxima por unidad de superficie, V,, es el
potencial de membrana y E; es el potencial en equilibrio del canal en cuestion. Este
ultimo responde, en los canales con especificidad exclusiva de un ion, a la ecuacion
de Nernst:

R T ([s],

Entre los canales i6nicos que muestran relaciones potencial-corriente no lineales,
existen algunos que se comportan de la forma que predice la ecuacion de Goldmann
del campo constante:
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Vm ’)/S,i[s]i. e(ZS.F'Vm /R‘T) - }/S,() [S]o
L ex =Py Zsz F? R T- oG FVaIRT)

(16)

Donde P; es la permeabilidad del canal al ion s, z, es la valencia del ion, v,y
v s0 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.

* Corriente rapida de sodio (/y,): 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 potencial de accion.

* Corriente de calcio a través de los canales tipo L (¢, ): €s una corriente entrante
compuesta principalmente por iones de calcio (/¢,), aunque también se compone de
iones de sodio (/¢ ) ¥ potasio (Icq k). Esta corriente es la responsable de la meseta
del potencial de accidon y provoca la liberacion de calcio procedente del reticulo
sarcoplasmico. Esta corriente depende de V, y de la concentracion de calcio
intracelular.

* Corriente de calcio a través de los canales tipo T (Icqr)). Es una corriente de
calcio entrante.

* Corriente rectificadora tardia de potasio (/x). Estd compuesta de dos
componentes, una rapida (I, y otra lenta (/xs).

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

*  Corriente de potasio de meseta (I/g,). Esta corriente saliente de potasio es
importante en la fase temprana de la meseta del potencial de accion.

* Corriente no especifica activada por calcio (Ixsca)). Corriente formada por iones
de sodio y potasio, y regulada por la concentracion de calcio intracelular.

Las corrientes pertenecientes a las bombas electrogénicas son:

* Corriente asociada a la bomba sodio-potasio (/y.x). Corriente saliente que se
encarga de reestablecer las concentraciones de sodio y de potasio después del
potencial de accion.
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* Corriente asociada a la bomba de calcio (/,«cq). Corriente saliente de calcio que
contribuye al reestablecimiento de la concentracion de calcio.

Por ultimo, la corriente asociada al intercambiador idnico sodio-calcio (Iyuca)
constituye el mecanismo mas importante de extraccion de calcio de la célula.

Respecto a las dimensiones geométricas, en el modelo Faber-Rudy 2000, la célula
miocérdica se considera como un cilindro de radio 11 pm y de 100 pm de longitud. El
area total resultante (4Geo) 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 (Vcel) se divide en volumen citopldsmico (Vmyo, 68%),
volumen mitocondrial (26%) y volumen del reticulo sarcoplasmico (Vsr, 6%). Este, a
su vez, se divide funcionalmente en reticulo sacropldsmico de union (VJSR, 0.48% del
volumen celular total) y en el reticulo sarcoplasmico propiamente dicho (VNSR,
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. Para detalles ver el anexo 1.

3.1.2 Modelos de potencial de accion con diferencias de edad y sexo

Para desarrollar los modelos computacionales de adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra se ha utilizado como base el modelo
de Faber-Rudy 2000 para potenciales de accién ventriculares de cobaya, aunque
modificando diversas corrientes i6nicas del modelo que estdn basadas en datos
experimentales de diferentes especies de mamiferos (ratén, cobaya, conejo, perro y
humano). Lo anterior debido a que a la fecha no se cuenta con datos experimentales
de las corrientes ionicas de una sola especie para llevar a cabo las modificaciones
pertinentes para obtener los modelos que presenten las diferencias relacionadas a sexo
y edad.

A continuacién se detallan las transformaciones de las corrientes ionicas
desarrolladas. Para obtener las diferencias de edad y sexo se han modificado los
pardmetros dependientes de voltaje de Icar, basados en los datos experimentales de
congjo de Sims C et al (Sims C et al, 2008). En la tabla 3.1 se presentan las
modificaciones hechas al modelo de Faber-Rudy 2000.
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Tabla 3.1 Modificaciones de parametros de Ic,.
Modelo Faber-Rudy 2000 Modificaciones al modelo
Para adulto macho (AM)
1 dy = (20)
dw - _(\//r:+10) (17) © _(V/n+4'6)
l+e 62 l+e ©3
—1 21
fw = (Vm+28) ( )
l+e >°
1 0.6
T e I C (18)
l+e 8 l4e 20 7, = 0.66 7 (22)
" 00197 LOITEN) o 65
Para adulto hembra (AF)
1
rf = " . . 2 (19) 1
00197 LB L 6 d,=—eq (23)
l+e ©2
—1 24
fw = (V,,,+26) ( )
l+e 31
0.66
= 2
Ty (00337, +10))") 25)
0.0197- ¢ +0.02
Para preadolescente macho (PM)
—1 26
d, = (v, +4.6) (26)
l+e ™
1
fw = (vm+29) (27)
I+e 33
Para preadolescente hembra (PF)
A ——1 (28)
= (v, +54)
l+e 74
L 29
fw = (Vm +32) ( )
l+e >%
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Debido a que el modelo de cobaya no incluye la corriente transitoria de salida de
potasio (I,), al modelo se le incorpor6 la I, basada en el formulismo de Dumaine R
et al. (Dumaine R et al,1999).

Ito =Git0. ZS' y RV. (V - EK)

(30)
Donde:
Ex es el potencial de equilibrio de los iones potasio
Giw es la conductancia maxima
[K
Ey=Eq=8L1n [K%)
(1)
Vv
R =
Vo (100) (32)
V- 40)
_ 10- e 25
%z = (v -40)
d 25
7§=az'(1—z)—/3z'z Donde: I+e
(-(v + 90))
25
10- e
= 33
P (-(v + 90)) (33)
25
l+e
TZ=1/(aZ+/3Z) y Zoo=az/(az+ﬂz) (34)
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_ 0015
%y = (V+60)
dy l+e 5
=% (1-y)-pB,-y Donde:
(v +25)
B 0.1'e 5
By = V +25
5 (33)
l+e
T, =1, +B) v y.=alla+p) (36)

En la tabla 3.2 se presentan las modificaciones de las densidades de corriente
incluidas en el modelo de potencial de accion basadas en datos experimentales en
corazones de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente
hembra de diversas especies de mamiferos

Tabla 3.2 Parametros modificados de densidades de corrientes ionicas.

ADULTO PREADOLESCENTE
MACHO HEMBRA MACHO HEMBRA

EPI M ENDO EPI M ENDO EPI M ENDO EPI M ENDO
lca | AM AM AM AF AF AF PM PM PM PF PF PF
IKr | GKr= GKr= GKr= GKr= GKr= GKr= GKr= GKr= GKr= GKr= GKr= GKr=

0.0261 | 0.0261 | 0.0261 | 0.0216 | 0.0216 | 0.0216 | 0.0261 | 0.0261 | 0.0261 | 0.0216 | 0.0216 | 0.0216

mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF
IKs | GKs= GKs= GKs= GKs= GKs= GKs= GKs= GKs= GKs= GKs= GKs= GKs=

0.433 0.105 0.287 0.433 0.105 0.287 0.433 0.105 0.229 0.433 0.105 0.229

mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF
Ito Gto= Gto= Gto= Gto= Gto= Gto= Gto= Gto= Gto= Gto= Gto= Gto=

0.206 0.180 0.067 0.154 0.135 0.05 0.206 0.180 0.067 0.154 0.135 0.05

mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF | mS/uF

Se modificaron las siguientes condiciones iniciales:
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Vm=-90 mV ; Ko=4.5mM ; Ki=141.2 mM;  Nao=132.0 mM,;
Nai=9.0mM; Cao=1.8mM; Cai=6e-5 mM.

La componente rapida de la corriente rectificadora tardia de potasio (/x,) en
hembras es 0.83 veces de la de los machos (Liu XK et al, 1998; especie: conejo). La
componente lenta de la corriente rectificadora tardia de potasio (Ik;) tiene un
gradiente transmural en células epicardicas, midmiocardicas y endocardicas (Liu DW
y Anzelevitch Ch, 1995; especie: perro; Viswanathan PC et al, 1999) y presenta una
disminucién de la conductancia maxima Gg;s en preadolescentes de 0.8 veces que el de
adultos en tejido endocardico (Obreztchikova MN et al, 2003; especie: perro). La
corriente transitoria de salida de potasio (/,,) tiene un gradiente transmural en células
epicardicas, midmiocardicas y endocardicas (Li GR et al, 1998; especie: humano;
Clayton RH y Holden AV, 2004) y presenta una disminucion de la conductancia
maxima Gy, en hembras de 0.75 veces que la de machos (Wu Y et al, 2002; especie:
raton).

3.2 Modelo matematico de propagacion 1D

Para simular el tejido ventricular transmural, una fibra heterogénea unidimensional
conformada de 400 células ventriculares transversalmente acopladas (100 um de
longitud y 22 um de didmetro) ha sido utilizada. El modelo comprende una region
endocardica (células de la 0 a la 149), una region midmiocardica, M-Cells (células de
la 150 a la 299) y una region epicardica (células de la 300 a la 399); representando un
grosor transmural de 0.88 cm, en el cual 3/8 del total corresponde a tejido
endocardico, 3/8 a la region de células midmiocardicas y 2/8 a tejido epicardico, de
acuerdo a datos experimentales para ventriculo de conejo (Yan et al, 2001). Un
esquema de la fibra unidimensional se presenta en la figura 3.3.

Y — v

@ o

o o a pe. A

H- H “H- H: “H:

i g § g §

E M =
Endo M-Cells Epi

Figura 3.3 Fibra unidimensional con 400 células.
3.2.1 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 accion (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
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membrana eléctricamente conectados entre si, como se puede apreciar en la Figura
3.4.

NN\
Ry

Rp

R, R, R;,

]'&ll

Rm LRm LRm

|
i}
w Lol

Figura 3.4 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, como modelo monodominio. 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:

a 9%V, v, .
2 =Cm +Jion
2R, dx ot (37)

Donde a es el radio (cm) de las células, consideradas cilindricas, R; es la
resistividad intracelular (KQcm), V,, es el potencial de membrana (mV), C,, es la
capacidad de membrana por unidad de superficie (uWF/cm2) y ji,, es la densidad de
corriente idnica (LA/cm2), que vendria descrita por el modelo de potencial de accion.
Como no es posible aplicar ningiun 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 solucion de la ecuacion diferencial.
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3.2.2 Solucion aproximada. Método de diferencias finitas

La modelizacion del comportamiento eléctrico de un tejido celular unidimensional,
consta del sistema de ecuaciones diferenciales propuesto por Faber GM y Rudy Y
(Faber GM y Rudy Y, 2000), al que se afade la ecuacion de propagacion (ecuacion
37). El programa de simulacion utilizado contempla el método de resolucion
propuesto por Monserrat M et al (Monserrat M et al, 2000). 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 contintias de
la ecuacion diferencial (espacio (x) y tiempo (f) en este caso) se discretizan como
indica la relacion:

t. =T At =0

(38)
x,=iAx; Os=sisn

Donde At y Ax son los pasos de descretizacion temporal y espacial, de forma que
solo se obtendra una aproximacion a la solucion de la ecuacion diferencial en los
puntos en los que se han discretizado las variables tiempo y espacio, es decir, se
obtendra una aproximacién para el potencial de membrana en los puntos x; para los
instantes de tiempo ¢. 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 este caso, la derivada parcial del potencial de
membrana respecto al tiempo puede sustituirse por el cociente de la siguiente
ecuacion:

v, yoi_yr

39
ot At (39)

Mientras que para la segunda derivada del potencial de membrana respecto al
espacio puede utilizarse varias aproximaciones. La utilizacién 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 cdalculo, 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:

22y V;r —2an, +V;l‘ V’;, —2V:1. +V;l.
m_ (l—cx) i—1 i i+l o i1 i i+1

2 (ax} (o}

(40)
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Con « =1, se dice que el método es un método implicito puro, mientras que
cuando « = 0.5, el método recibe el nombre de Crank-Nicolson [Crank J y Nicolson
P, 1947]. Aunque ambos métodos implicitos son incondicionalmente estables y mas
rapidos que el método explicito, el método de Crank-Nicolson es mas preciso que el
método implicito puro y es el que se ha utilizado en este trabajo.

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

vt _opT LT pul _opl | V'c+1 el _pt
a mj_1 mj Mitl M-l mj Ml oo M M jY
2R 2(Ax P (axy TN o

(41)

En este caso, puede observarse que para cada instante de tiempo (t.+1), es
necesario resolver un sistema de ecuaciones y que para cada ecuacion de este sistema,
es decir, para cada valor de i, existen tres incognitas: el potencial de membrana del

nodo x, V;:l , el del nodo inmediatamente anterior, Vrflfll, y el del nodo
i i

inmediatamente posterior, Vrflfll :
1+

Este esquema puede representarse a través del circuito equivalente que se muestra
en la Figura 3.5.

Ly, > L1 >
I
R; Ax/(nd®) (KSY) R Ax/(nd’) (K i+1
o P * gr—— l
——  2naAxjioni — 2nalAxCp QD o
T (n4) (nr)
[
< >
Ax

Figura 3.5 Propagacion unidimensional del PA. Circuito equivalente.

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
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esta matriz presentan un valor constante de forma que cada sucesivo sistema de
ecuaciones solo difiere de los demas en el término independiente. Para resolver los
sistemas de ecuaciones tridiagonales resulta muy ventajosa la utilizacién de la
descomposicion LU, que se describe a continuacion.

3.2.3 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 1s 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 simplificacion, 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 tamafo 4 x4:

a, @z 0 0
@y Gy ;O _
0 @) @33 33
0 0 @41 42
1 0 0 0
7, u 0 0
Ly 1. 0 0 E H )
Uaa Yoz
: 0 0 Uz3 Us,
0 0 451 ) )
) 0 0 Uy,
Uy U2 0 0
Limy  logug tug, Usz 0
0 132022 135053+ U553 Uz
0 0 lizus3 lizbsg gy,

(42)
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Igualando los elementos de las matrices se deduce que:

U =0 Vi/l=<i<3
U, =a,
@3)
Ui =
Ui_yia
u, =a,-1,, u Vi/2=<i<4

i,i i i-1,i

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 Is de la diagonal principal
de L, ya que son valores conocidos. De esta forma, se pueden almacenar todos los
elementos esenciales en solo tres vectores. Como ademas, cada elemento de la matriz
A, a;j, se utiliza durante la descomposicion una Unica vez, una vez empleado, puede
ser reemplazado 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:

a; a, 0 0 y v, 0 0
ayp Gy, Uy 0 12,1 U,, Uys 0
. (44)
0 as, Gz, 433 0 13,2 Uz Usy
0 0 Ay Gup 0 0 La ug,

La descomposicion LU de la matriz de coeficientes de un sistema de ecuaciones
simplifica enormemente la resolucion de dicho sistema. En nuestro caso, ademas, s6lo
es necesario realizar una unica descomposicion LU, ya que todos los sistemas de
ecuaciones comparten la misma matriz de coeficientes. A continuacion 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 (45)

El sistema original se descompone en dos sistemas auxiliares de resolucion:
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Primer Sistema

Le = &

1 0 0 0| {en &y,
Ly 1 0 0 |G| _ B
Ly 1 01 ]en by,

0 0 1 C41 bya

(46)

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] = I3, L[3] = 43, L[4] = 0).

€y = bl,l
cy=b, - L[i - 1]' Ciit 47)
Vil2=i<4
Segundo Sistema
Ux =¢
By Uy 0 0 1 11
0wy, w3 O Ta|_|fa
0 0wy sy | |y, Ca1
0 0 0 ag, 31 C41
(48)

Para este sistema empleamos la siguiente notacion: U1[i] serdn los elementos de la
diagonal principal de la matriz U(U1[1] = u;;, U1[2] = w2, U1[3] = u33, U1[4] = uy4)
y U2[i] serén los elementos de la diagonal inmediatamente por encima de la principal
(U2[1] = uz2, U2[2] = uz3, U2[3] = us4, Ul[4] =0). Este sistema de ecuaciones
emplea la solucion (vector ¢) del sistema anterior.
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_ G4
Ty 4]
Cii— Uz[i]' Xisl
L= > > 49
T )
Vi/ll=si<3

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

3.2.4 Modelo unidimensional

En la fibra unidimensional se considero una resistencia intracelular efectiva Ri de
0.34 Qcm’, ademéas de la presencia de una barrera resistiva entre las regiones
midmiocardica y epicardica, es decir entre las células 299-303 (Yan GX et al, 1998).

La velocidad de conduccion fue de 37.07 cm/s, valor muy cercano al dato obtenido
experimentalmente por Wiegerinck et al (Wiegerinck RF et al, 2006) de 37 cm/s.

3.2.5 Pseudo-ECG

El potencial extracelular generado por la distribucion del voltaje de membrana
dentro de la fibra virtual unidimensional es estimado usando la siguiente expresion
(Plonsey R y Barr RC, 2000; Gima K y Rudy Y, 2002; Clayton RH y Holden AV,
2002):

2
(I)e (x',y',z')= ao;

1
(-vv, )-(V—)-a’x
4o, f r (50)

Donde @, es el potencial simulado en el electrodo virtual colocado a 2 cm de la
superficie epicardica, r es el vector desde el electrodo a las diferentes células en la
fibra, A4V, es el gradiente espacial de V,, a es el radio de la fibra, g, es la
conductividad extracelular y o; es la conductividad intracelular. El frente de onda
transmural se propaga en paralelo a la superficie epicérdica, por tanto, la posicion del
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electrodo virtual es ortogonal a la superficie y su distancia solo escala la magnitud de
los potenciales extracelulares obtenidos. El perfil temporal de @, constituye una
aproximacion al componente ventricular del ECG, es decir, el pseudo-ECG.

Para minimizar los efectos de frontera en las simulaciones del pseudo-ECG solo se
han tomado en cuenta las células de la 10 a la 390. El intervalo QT se ha definido
como el tiempo entre el complejo QRS y la terminacion de la onda T. Ver detalles en
la figura 3.6.

L - L o (

& L
= « :;: g;;
it i H: A
§ | i | T B —
Endo - M-Cells Epi T Electrodo

Virtual

Figura 3.6 Fibra unidimensional y electrodo virtual para el pseudo-ECG.

Los cambios en el pseudo ECG solamente pueden ser producidos por cambios en
las distribuciones espacio temporales transmurales del potencial de membrana celular
y son debidos a cambios en la corriente total idnica de la membrana celular o en el
acoplamiento electrotonico. Los pseudo-ECGs se utilizan para caracterizar la
propagacion de potenciales de accion transmurales del endocardio al epicardio.

3.3 Modelizacion de los efectos del dofetilide
3.3.1 Modelizacion de la interaccion de Ik -dofetilide

Con el fin de modelizar los efectos del dofetilide en Ix,, se ha utilizado la
formulacion de I, propuesta por Zeng y Rudy ( Zeng y Rudy, 1995). Esta
formulacion es basada en datos experimentales obtenidos por Sanguinetti y
Jurkiewicz (Sanguinetti MC, y Jurkiewicz NK, 1990). Ellos proponen los canales de
Ik, con tres posibles estados: cerrado (C), abierto (O) e inactivado (I). La formulacién
de Ik, es expresada en la siguiente ecuacion:

I, =G

r Krmax

-X,-R(V, - E,,) 51)

Donde V,, es el potencial de membrana, Ex, es el potencial de equilibrio del
potasio, Ggmax €S la maxima conductancia de Ix,, X, es la compuerta de activacion y
R es la compuerta de inactivacion independiente del tiempo. En el modelo de
dofetilide, el efecto del dofetilide es representado por la introduccion del factor (1-b)
en la formulacion de Ik, (donde b es la fraccion de canales bloqueados por el
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farmaco). Por tanto, la nueva formulacion de Ik, tomando en cuenta el efecto del
dofetilide es:

L, =(1-b) Gy X, R(V,, - Ey,) (52)

Krmax

La actividad bloqueadora de b en la ecuacion de Ik, se ha modelizado utilizando la
hipotesis del receptor protegido GR ““ guarded receptor hypothesis” ( Starmer F,
1984). 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.

Los estudios experimentales del dofetilide han demostrado una interaccion
farmaco-receptor en los estados abierto e inactivado, pero no en los estados cerrados
(Yang T et al, 1997; Weerapura M et al, 2002). Tomando en cuenta estas evidencias
experimentales, el modelo del bloqueo de Ik, por dofetilide se muestra en la figura 3.7
(Saiz J et al, 2011).

(C ) (o )—( 1)
Gl M
(¢ )—(o)—(1)

Figura 3.7 Modelo del bloqueo de Ik, por dofetilide.

La figura 3.7 muestra que en presencia del dofetilide el modelo consiste de estados
acoplados por el farmaco y estados no acoplados, donde ko y k; son las constantes de
relacion de asociacion y ro y 77 son las constantes de relacion de disociacion, en los
estados abiertos e inactivados respectivamente. Para este modelo, el factor de bloqueo
b para una concentracion de dofetilide D puede ser calculado por la siguiente
ecuacion:

%=[Xﬁ Rk, +(1-R) kz] D(l—b)—[X,' R r,+(1-R) r,] b (53)
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3.3.2 Estimacion de parametros

Los valores de los parametros de las constantes de relacion de asociacion y
disociacion que describen la interaccion farmaco-receptor se basaron en el modelo de
la interaccion de Ig,-dofetilide de Saiz J et al (Saiz J et al, 2011), los cuales se
muestran en la tabla 3.3

Tabla 3.3 Constantes de relacion de asociacion y disociacion.

Constantes
ko 0.45135 pmol's™
ki 0.54865 pmol™'s™
ro 0.00315945 5™
" 0.00384055 5™

Utilizando datos experimentales (Weerapura M et al, 2002), los valores de los
pardmetros fueron estimados por medio del procedimiento de minimos cuadrados y el
algoritmo de investigacion de pardmetros de Levenberg-Marquardt (Levenberg K,
1944; Marquardt D, 1963).

El algoritmo de Levenberg-Marquardt (LM) es un algoritmo iterativo de optimizacion

en el que el método de iteracion presenta una ligera modificacion sobre el método
T T

tradicional de Newton. Las ecuaciones normales NA=J JA=] ¢ (J representa el
jacobiano de la funcion, A los incrementos de los parametros y € el vector de errores
residuales del ajuste), son reemplazadas por las ecuaciones normales aumentadas
T
N’A=] g, donde N’.=(1+L) N. y N’.= N. para i#j. El valor de A es inicialmente
1 1 11 1 1

3
puesto a algun valor, normalmente A=10 . Si el valor de A obtenido resolviendo las

ecuaciones aumentadas conduce a una reduccion del error, entonces el incremento es
aceptado y A es dividido por 10 para la siguiente iteracion. Por otro lado si el valor de
A conduce a un aumento del error, entonces A es multiplicado por 10 y se resuelven de
nuevo las ecuaciones normales aumentadas, este proceso continia hasta que el valor
de A encontrado da lugar a un decremento del error. Este proceso de resolver
repetidamente las ecuaciones normales aumentadas para diferentes valores de A hasta
encontrar un valor aceptable de A es lo que constituye una iteracion del algoritmo de
LM.
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3.3.3 Modelizacion de la interaccion de I grg-dofetilide

Los mas recientes modelos matematicos con la formulaciéon de Markov para la
corriente de la componente rapida del rectificador tardio de potasio o corriente del
canal hERG (Ixerg), estan basados en las aproximaciones de Kiehn (Kiehn J et al,
1999) y de Wang (Wang S et al, 1997), ver detalles en la introduccion.

Para modelizar los efectos del dofetilide en Iygrg, se ha utilizado la formulacidn
del canal hERG propuesta por Clancy CE y Rudy Y ( Clancy CE y Rudy Y, 2001).
El método de Clancy y Rudy 2001 estd basado en la aproximacién de Kiehn a una
temperatura de 37° C y con datos experimentales obtenidos de cobaya y lineas
celulares de mamifero HEK293 . El modelo se muestra en la figura 3.8.

0.4 X in

C C2

'3
S
p

Figura 3.8 Modelo del canal hERG propuesto por Clancy CE y Rudy Y.

El modelo de Kiehn incluye tres estados cerrados (C3, C2, C1), un estado abierto
(O), y un estado inactivado (I). La transicion entre C2 and C1 es independiente del
voltaje. La inactivacion desde el estado cerrado C1 al inactivado I se realiza
directamente (Kiehn J et al, 1999). La formulacién de Ihgrg es expresada en la
siguiente ecuacion:

IhERG = GKrmax' P(O) (Vm - EKr) (54)

Donde, Ggmax ©s la conductancia maxima de la corriente Igxynprg, P(O) es la
probabilidad total de ocupancia del estado abierto, Vi, es el potencial transmembrana
y Ex: es el potencial de equilibrio del potasio.
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La actividad bloqueadora del dofetilide en el canal hERG se ha modelizado
utilizando la hipotesis del receptor protegido GR “guarded receptor hypothesis”
(Starmer F, 1984). 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. Los estudios experimentales del dofetilide han
demostrado una interaccion farmaco-receptor en los estados abierto e inactivado, pero
no en los estados cerrados (Yang T et al, 1997; Weerapura M et al, 2002, Milnes JT et
al, 2010). Tomando en cuenta estas evidencias experimentales, el diagrama de estados
del modelo de la interaccion Iyerg - dofetilide estaria representado como se muestra
en la figura 3.9.

kﬁ[D]
/ fﬂ L 14 L \\
o kfo[D] oy o
e —er OD % i — cap — 30
< < < < ~ — —
B Bm Bp kbo Bp Bin B

Figura 3.9 Diagrama de estados del modelo de la interaccion de la corriente I,grg con el fairmaco
dofetilide.

Los valores de los coeficientes de las relacion de transicion propuestos por Clancy
y Rudy ( Clancy CE y Rudy Y, 2001) para las células WT son:

C3aC2 (o) =0.0555exp(0.05547153(V-12))
C2aC3 ()= 0.00235exp(-0.036588V)
C2aCl (o) = 2.172

ClaC2 (Bw)= 1.077

Cl a0 (aa)= 0.0655exp(0.05547153(V-36))
O aC1 (BB) = 0.0029357exp(-0.02158V)

O a I (o) = 0.656exp(0.000942V)(4.5/K0)"0.3
Ia O (Bi) = 0.439exp(-0.02352(V+25))4.5/Ko
Cl al(ao)=0.0655exp(0.05547153(V-36))
Ia Cl (u) = 1.964e-3exp(-0.046(V-0.588))
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Los valores de las constantes de relacion de asociacion y disociacion son los
mismos que para la formulacion de Hodgkin Huxley mostrados en la tabla 3.3, kfo=
ko=0.45135 pmol™'s™; kbo=r,= 0.00315945 5™ ; kfi= k= 0.54865 pmol's™ y kbi =
r;=0.00384055s™" .

Los valores de las probabilidades de ocupancia de los estados se obtienen
resolviendo las ecuaciones diferenciales de cada uno de ellos, utilizando la ley de
accion de masas.

P _g p(c)-a P(c3) (55)
W) _ o p(c3)ep, PIC)-(prar,} P(C2) (56)
% = a, P(C2)+ pp P(0)+ 1 P(1)- (B, + acr+ e} P(CI) 7
dPT(tO) = aa- P(C1)+ a,- P(I)+kbo- P(OD) - (kf o [D]+ BB+ B} P(O) (58)
PPU) _ cr P(C1)+ - PO+ kbi- P(ID) = (vt + ki [0} PU) (59)
# = kfi[D} P()+ aa- P(CID)+ B P(OD) - (kbi+ at, + ) P(ID)  (60)

% = kf o[D} P(0)+a,- P(ID)+ ac- P(CID)~ (kbo+ B + B} P(OD) (61)

PCID) _ - P(C2D)+ fp P(OD)+ i P(ID) (5, +ac+aa) P(CID)  (62)
@ = a- P(C3D)+ B, P(CID) - (B+a,, } P(C2D) (63)
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dP(C3D)

e P(C2D) - a P(C3D) (64)

3.4 Modelizacion de mutaciones

La mutacion R56Q en el dominio Per-Arnt-Sim (PAS) en los canales de potasio
de hERG acelera la desactivacion del canal. Se eligio esta mutacion sustitutiva, ya que
es la que puede incrementar mas profundamente esta relacion de desactivacion (Chen
Jetal, 1999).

La mutacion R56Q es simulada incrementando la relacion de transicion O = Cl1
por un factor de 6.3 y la relacion de transicion C2 =»C3 por un factor de 10.5
(Clancy CE y Rudy Y, 2001). Estas relaciones de desactivacidon incrementadas
resultan en un cambio hacia la derecha en la dependencia de voltaje de la activacion y
rectificacion debido al fuerte acoplamiento entre los estados discretos.

La mutacién A561V interactua con las subunidades de células tipo silvestre “wild
type” (WT) y esta interaccion causa una reduccion en la cantidad total de canales
hERG disponibles, produciendo una corriente de hERG reducida (Kagan A et al,
2000). La mutacion sustitutiva A561V en el dominio del segmento transmembrana S5
de los canales de potasio de hERG acelera la activacion y la inactivacion del canal.

La mutaciéon A561V es simulada modificando el término de la relacion de
transicion entre C1 & Oy C1 & [ de (v-36) a (v-16) y reduciendo la conductancia
maxima Gg, en un porcentaje de 83% (Itoh H et al, 2009). Estas relaciones de
activacion e inactivacion incrementadas resultan en un cambio hacia la izquierda en
la dependencia de voltaje de la activacion y rectificacion.

La mutacion G604S  exhibe una supresion dominante negativa de corriente,
resultando en una disminucién de la densidad de corriente y unas propiedades

alteradas de la cinética del canal hERG, asi como una interferencia en el trafico de la
proteina de hERG (Huo J et al, 2008).

La mutacion G604S es simulada modificando el término de la relacion de
transicion entre I 0 de (v+25) a (v+35) y reduciendo la conductancia maxima Gg;
en un porcentaje de 70.4% (Itoh H et al, 2009). Estas relaciones incrementadas de
inactivacion y recuperacion de la inactivacion resultan en un cambio hacia la
izquierda en la dependencia de voltaje de la inactivacion y recuperacion de la
inactivacion.

Las modificaciones en las relaciones de transicion y la conductancia maxima de Gg;
de las 3 mutaciones con respecto a células WT, se presentan en la tabla 3.4.
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Tabla 3.4 Modificaciones en mutaciones con respecto a células WT.

Relaciones Células WT Mutacién R56Q
transicion

O = C1 0.0029357exp(-0.02158V) 0.0029357exp(-0.02158V)*6.3
C2-> C3 0.00235exp(-0.036588V) 0.00235exp(-0.036588V)*10.5

Mutacion A561V

C12>0 0.0655exp(0.05547153(V-36)) 0.0655exp(0.05547153(V-16)
C1 1 0.0655exp(0.05547153(V-36)) 0.0655exp(0.05547153(V-16)

decremento de la conductancia
maxima Gk, del 83%.

Mutacion G604S

E X 0.439exp(-0.02352(V+25))4.5/Ko | 0.439exp(-0.02352(V+35))4.5/Ko

decremento de la conductancia
maxima Gk, del 70.4%.

A fin de analizar los efectos provocados por las mutaciones R56Q, AS561V y
G604S a nivel celular, los modelos de Markov de las tres mutaciones en hERG fueron
incorporados al modelo celular ventricular de Faber — Rudy 2000, substituyendo la
formulacion original de I;.
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CAPITULO IV.- RESULTADOS

En los objetivos de esta tesis se plantearon desarrollar un modelo matematico que
represente el efecto del dofetilide sobre el canal de potasio en células ventriculares
tanto en situaciones de condiciones normales como en condiciones patoldgicas e
incorporar este modelo de la interaccion del dofetilide con Ik, en los modelos de
potencial de accidon para adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y
preadolescente hembra, para evaluar las diferencias con respecto a edad y género bajo
los efectos del farmaco en células de cardiomiocitos.

4.1 Modelo de dofetilide - Ik,

Como se comento en la introduccion, el dofetilide es un farmaco de la clase 111
puro, cuyo mecanismo de accioén consiste en el bloqueo selectivo de la componente
rapida de la corriente de rectificacion tardia de K (Ix;). Tiene una caracteristica de
voltaje y tiempo independientes, ya que no modifica la cinética del canal; por tanto,
solo modifica a la conductancia méxima. El diagrama esquematico del modelo de la
interaccion dofetilide-Ix, con la formulaciéon de Hodgkin Huxley se muestra en la
figura 4.1.

(c ) (o )—(1)
el
P— — (1)

Figura 4.1 Diagrama esquemético del modelo de la interaccion dofetilide—Ix, con la formulaciéon
de Hodgkin Huxley.

Basado en el procedimiento descrito en Métodos (Saiz J et al, 2011) se obtuvieron
los valores para las constantes de relacion de asociacion y disociacion. En la figura
4.2 se muestran los efectos del bloqueo en estado estable del dofetilide en la corriente
Ik, simulada en control y a diferentes concentraciones de dofetilide de 1, 10, 30 y 100
nM, que corresponden a bloqueos de corriente de 12, 59, 81 y 93 % respectivamente.
En la figura se puede observar su mecanismo de accion con el bloqueo selectivo de la
componente rapida de la corriente de rectificacion tardia de K (Ix;) con lo que
prolonga el periodo refractario (PR) y la duracion del potencial de accion (APD), sin
afectar a la velocidad de conduccion (VC), aumentando por tanto, la longitud de onda
de activacion (Ao) (Carmeliet E, 1992; Yuan B et al, 1994; Mounsey JP y DiMarco
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JP, 2000; Diaz AL y Clifton GD, 2001; Al-Dashti R y Sami M, 2001; Torp-Pedersen
C et al, 2000 y 2003)y también se ilustran sus caracteristicas de voltaje y tiempo
independientes, ya que no modifica la cinética del canal; por tanto, solo modifica a la
conductancia maxima.

1.2 1
Control
1 nM Dofetilide
0.8 10 nM Dofetilide
& 30 nM Dofetilide
- 100 nM Dofetilide
<
=
- 04
=
0.0 S—
0 40 80 120 160 200
Tiempo (mns)

Figura 4.2 Bloqueo de la corriente IKr con diferentes concentraciones de dofetilide.

4.2  Diferencias del sexo y la edad sobre la actividad eléctrica celular.

Se han desarrollado modelos matematicos que representen tejido ventricular a
nivel celular incluyendo las regiones epicardicas, midmiocardicas y endocardicas
para adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra de
mamifero. Los efectos sobre la duracion del potencial de accion y curva de restitucion
en estos modelos aportan informacion -electrofisiolégica en las  diferencias
relacionadas al sexo y la edad en adultos y preadolescentes.

4.2.1 Efectos sobre la duracion del potencial de accion (APD).

Se incorporaron los modelos computacionales desarrollados de adulto macho,
adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra en células epicardicas,
midmiocardicas (M-Cells) y endocardicas en el modelo celular ventricular de Faber-
Rudy 2000 (Faber GM y Rudy Y, 2000) para analizar sus disparidades en la duracion
del potencial de accion (action potential duration, APD) en condiciones normales.

En la figura 4.3 se muestran los potenciales de accion de adulto macho y adulto
hembra en células epicardicas, midmiocéardicas y endocardicas a una frecuencia de
estimulacion de 1 Hz. Siendo los potenciales de accidon epicardicos los que presentan
una APD mas corta en cada uno de los modelos.
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Comparando los modelos de adulto macho y adulto hembra de la figura 4.3 se
puede observar que en todos los tipos de células (epicardicas, midmiocardicas y
endocardicas), los potenciales de acciéon del modelo de adulto hembra fueron
significativamente mas largos que los de adulto macho; 113 ms, 133 ms y 128 ms
respectivamente para adulto hembra, mientras que para adulto macho fueron 103 ms,
120 ms y 119 ms.

Adulto macho Adulto hembra
60 . 60
20 20
e
E & a0
= E
p.
-60 -60
-100 : : , , -100 4 -
0 40 &0 120 160 200 0 40 80 120 160 200
Tiempo (ms) Tiempo (ms)

Figura 4.3 Potenciales de accion de adulto macho y adulto hembra a una frecuencia de
estimulacion de 1Hz.

Los potenciales de accion de células epicardicas, midmiocérdicas y endocardicas
de los modelos de preadolescente macho y preadolescente hembra se muestran en la
figura 4.4. Similar a los modelos de adultos, el potencial epicardico tiene una APD
mas corta que en las células midmiocardicas y endocéardicas en los dos modelos de
preadolescentes. Ademas, al comparar los potenciales de accion de la figura 4.4, se
puede observar que la APD midmiocardica de la preadolescente hembra es mucho
mayor que la del preadolescente macho (148 ms y 137 ms), mientras que las APDs
epicardica y endocardica de la preadolescente hembra son ligeramente mayores (122
ms y 140 ms por parte de la hembray 117 ms y 137 ms por el macho).

Preadolescente macho Preadolescente hembra

20 20
£ -20 E -20
Needl Needl
= =
-60 60
<100 . v v -100 4
0 0 80 120 180 200 0 © 80 120 160 200
Tiempo (ms) Tiempo (ms)

Figura 4.4 Potenciales de accién de preadolescente macho y joven hembra a una frecuencia de
estimulacion de 1Hz.
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Se puede observar en los potenciales de accion de los 4 modelos la mayor
amplitud del tejido endocérdico, asi como la ranura (notch) mas pronunciada en los
tejidos epicardico y midmiocardico debido a la corriente transitoria de potasio (Ito).

En todos los tipos de células (epicardica, midmiocardica y endocardica), los
potenciales de accion del modelo de adulto hembra fueron significativamente mas
largos que los de adulto macho. Mientras que en los modelos de preadolescentes, la
APD midmiocardica de la preadolescente hembra es mucho mayor que la del
preadolescente macho, mientras que las APDs epicardica y endocéardica de la
preadolescente hembra son ligeramente mayores.

4.2.2 Efectos sobre la curva de restitucion.

La dependencia de la APD a 90% de su repolarizacién (APDgg) a la longitud de
ciclo basica (basic cycle lenght, BCL) o curva de restitucion de células endocardicas
de los modelos de adulto macho y adulto hembra se muestran en la figura 4.5. En
todas las BCLs, las APDyy son mas largas en el modelo de adulto hembra que en el
de adulto macho. Ademas, la APDgy aumenta con el incremento de la BCL de
estimulacion en los dos modelos hasta una BCL de 2000 ms, manteniéndose estable
entre 2000 y 5000 ms. Asimismo, la relacion APD-BCL tiene una pendiente mas
pronunciada en el modelo de adulto hembra que en la del adulto macho.

Adulto macho y hembra

140 -
_ 130 |
(%]
£
S
g 120
—l- adulto macho
110 1 ~@-— adulto hembra
0 2000 4000 6000

BCL (ms})

Figura 4.5 La APDy, en células endocardicas de los modelos de adulto macho y adulto hembra a
diferentes BCLs.

La curva de restitucion de células endocardicas de los modelos de preadolescente
macho y preadolescente hembra se muestran en la figura 4.6. Las APDyy de las
células endocardicas son muy similares en los dos modelos y la pendiente de la
relacion APD-BCL es igual.
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Las curvas de restitucion de los modelos de adultos y preadolescentes muestran su
dependencia a la frecuencia de estimulacidon siendo mas acentuada esta dependencia
en los BCLs de 300 a 1000 ms, mientras que a BCLs mayores se mantiene casi
constante.

Preadolescentes macho y hembra

140 —u
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Figura 4.6 La APDy, en células endocardicas de los modelos de preadolescente macho y
preadolescente hembra a diferentes BCLs.

La APDy, de los distintos tejidos cardiacos de los modelos de adulto macho y
adulto hembra se muestran en la figura 4.7. Las células epicardicas, midmiocérdicas y
endocardicas se estimularon a diferentes BCLs (300, 500, 1000, 2000 y 5000 ms). En
todas las BCLs, la APDy de todas las células son mas largas en el modelo de adulto
hembra que en el de adulto macho. Ademas, la APDy, aumenta con el incremento de
la BCL de estimulacion en todas las células de los dos modelos. La relacion APD-
tejido en el modelo de la adulto hembra tiene una pendiente mas pronunciada que en
la del adulto macho.

Adulto macho Adulto hembra
------- BCL 300
%,  emmmees BCL 500 160
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(=] ,,»’)'/ ~ E // P —
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100 Pt 100 -7
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Figura 4.7 La APDy, en células epicardicas, midmiocdrdicas y endocardicas de los modelos de
adulto macho y adulto hembra a diferentes BCLs.
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La APDyy de los 3 tipos de células miocardicas con respecto a diferentes BCLs
de los modelos computacionales de preadolescente macho y preadolescente hembra se

muestran en la figura 4.8.
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Figura 4.8 La APDy, en células epicardicas, midmiocdrdicas y endocardicas de los modelos de

joven macho y joven hembra a diferentes BCLs.

Las APDy, de las células epicardicas y endocardicas son similares en los dos
modelos, mientras que la APDgy de las células midmiocardicas son mayores en el
modelo de la preadolescente hembra que en el del preadolescente macho. La relacion
APD-tejido en el modelo de la preadolescente hembra tiene una pendiente mas

pronunciada que en la del preadolescente macho.

En la tabla 4.2 se muestran en forma cuantitativa las

APDy, de las células
epicardicas, midmiocardicas y endocardicas de los adultos macho y hembra a
diferentes ciclos basicos de longitud.

Tabla 4.2 Las APDy, de las células epicardicas, midmiocardicas y endocardicas de los adultos

macho y hembra a diferentes BCLs.

Adulto macho Adulto hembra

Epi | M | Endo Epi | M | Endo

BCL | APDy, | APDy, | APDy, BCL | APDy, | APDy, | APDy,
(ms) | (ms) | (ms) | (ms) (ms) | (ms) | (ms) | (ms)
300 | 90 | 109 | 108 300 | 98 | 121 | 115
500 | 92 | 112 | 111 500 | 105 | 128 | 120
1000 | 103 | 120 | 119 1000 | 113 | 133 | 128
2000 | 104 | 123 | 122 2000 119 | 140 | 132
5000 | 105 | 124 | 123 5000|120 | 140 | 134
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De igual forma se ilustran las APDyg de las células epicardicas, midmiocardicas y
endocardicas para los modelos de preadolescente macho y hembra en la tabla 4.3.

Tabla 4.3 Las APDy, de las células epicardicas, midmiocardicas y endocardicas de los
preadolescentes macho y hembra a diferentes BCLs.

Preadolescente macho Preadolescente hembra

Epi | M | Endo Epi | M | Endo
BCL | APDy, | APDy | APDy, BCL | APDy, | APDyy | APDy,
(ms) (ms) (ms) (ms) (ms) (ms) (ms) (ms)

300 | 98 124 | 122 300 | 100 | 130 | 123

500 | 108 | 128 | 127 500 | 109 | 139 | 128

1000 | 117 | 137 | 138 1000 | 122 | 148 | 140

2000 | 124 | 142 | 139 2000 | 125 | 154 | 141

5000 | 125 | 143 | 140 5000 | 127 | 155 | 142

Revisando las dos tablas, se puede observar que las APDgy de las hembras, tanto
adulto como preadolescente, son mayores en todos los tipos de células con respecto a
los machos, aunque en los modelos de los preadolescentes esta diferencia es menor.

4.3 Diferencias del sexo y la edad sobre la respuesta celular al farmaco dofetilide.

Los modelos celulares epicardico, midmiocardico y endocardico para adulto
macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra de mamifero
se utilizaron para analizar la prolongaciéon de la APD, la susceptibilidad a
postdepolarizaciones tempranas (early afterdepolarizations, EAD), la dependencia de
frecuencia (reverse use dependence) y la dispersion de repolarizacion (dispersion of
repolarization DOR) bajo los efectos del farmaco dofetilide a diferentes
concentraciones.

4.3.1 La respuesta celular al farmaco dofetilide en condiciones normales.

El potencial de accién epicardico para adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra en condiciones de control y con
concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de estimulacion
de 1 Hz se muestra en la figura 4.9.

En las células epicardicas de los 4 modelos se presenta una prolongacion de la
APD en todas las concentraciones de dofetilide sin producir EADs. La APDy, de la
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célula epicardica del adulto macho en control fue de 103 ms y los incrementos de
prolongacion de la APD fueron 12.6% (12 ms), 18.4% (18 ms) y 22.3% (22 ms) con
la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide respectivamente. En tanto que en el
modelo de adulto hembra, la APDy, de la célula epicardica en control fue de 113 ms
y los incrementos de prolongacion de la APD fueron 10% (11 ms), 14.5% (16 ms) y
18.1% (20 ms) con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide. Observando los
resultados se puede indicar, que los valores de la APDyy en el modelo de adulto
hembra son mayores que en el adulto macho en todas las concentraciones de
dofetilide.

Adulto macho Epi Adulto hembra Epi

Control

o wm == 10 NM Dofetilide
30 nM Dofetilide
------ 100 nM Dofetilide

=
E
=
-100 4 v
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20
20
z
=
-60

Figura 4.9 Potenciales de acion del modelo celular epicardico en condiciones de control y con
concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de estimulaciéon de 1 Hz.

En los modelos de preadolescentes, la APDgy de la célula epicardica del
preadolescente macho en control fue de 117 ms y los incrementos de prolongacion de
la APD fueron 11.9% (14 ms), 17.9% (21 ms) y 21.3% (25 ms) con la aplicacion de
10, 30 y 100 nM de dofetilide respectivamente. En tanto que en el modelo de
preadolescente hembra, la APDyy de la célula epicardica en control fue de 122 ms y
los incrementos de prolongacién de la APD fueron 9% (11 ms), 13.9% (17 ms) y
16.4% (20 ms) con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide. Como en el caso
de los modelos de adultos, los valores de la APDgy en el modelo de preadolescente
hembra son mayores que en el preadolescente macho en todas las concentraciones de
dofetilide.
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Los potenciales de accion de los 4 modelos de células midmiocardicas en
condiciones de control y con 10, 30 y 100 nM de dofetilide y con una frecuencia de
estimulacion de 1 Hz se ilustran en la figura 4.10.

En las células midmiocérdicas en el modelo de adulto macho se presenta solo
prolongacion de la APD en todas las concentraciones de dofetilide sin producir EADs.
La APDyy de la célula midmiocardica del adulto macho en control fue de 120 ms y
los incrementos de prolongacion de la APD fueron 18.3% (22 ms), 33.3% (40 ms) y
52.5% (63 ms) con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide respectivamente.
En tanto que en el modelo de adulto hembra, la APDy, de la célula midmiocardica en
control fue de 133 ms.
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Figura 4.10 Potenciales de accién del modelo celular midmiocardico en condiciones de control y
con concentraciones de 10,30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de estimulacion de 1 Hz.

En la figura se puede observar la susceptibilidad a EADs de las células
midmiocardicas. En el modelo de adulto macho existe prolongacion de la APD en las
concentracions de 10, 30 y 100 nM de dofetilide, mientras que en el modelo de
adulto hembra aparecen EADs en las 3 concentraciones de dofetilide, una EAD doble
con 10 nM de dofetilide, una EAD multiple con 30 nM y una EAD dramaticamente
prolongada sin repolarizacion con 100 nM.
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Con respecto a los modelos de preadolescentes, la APDgy de la célula
midmiocardica del preadolescente macho en control fue de 137ms y el incremento de
prolongacion de la APD fue 22.6% (31 ms) con la aplicacion de 10 nM de dofetilide.
En tanto que en el modelo de preadolescente hembra, la APDgy de la célula
midmiocardica en control fue de 148 ms y el incremento de prolongacion de la APD
fue 20.3% (30 ms) con la aplicacién de 10 nM de dofetilide. Tanto en el modelo del
preadolescente macho como en el modelo de la preadolescente hembra aparecen
EADs con la aplicacion de 30 nM de dofetilide, una EAD triple en el caso del
preadolescente macho y una EAD doble con la preadolescente hembra; en ambos
casos aparecen EADs dramaticamente prolongadas con una concentracion de 100 nM
de dofetilide.

Los potenciales de accion de las células endocardicas de los 4 modelos en
condiciones de control y con 10, 30 y 100 nM de dofetilide y con una frecuencia de
estimulacion de 1 Hz se muestran en la figura 4.11.
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Figura 4.11 Potenciales de accién del modelo celular endocirdico en condiciones de control y
con concentraciones de 10,30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de estimulacion de 1 Hz.

Se observa que en las células endocérdicas en el modelo de adulto macho se
presenta solo prolongacion de la APD en todas las concentraciones de dofetilide sin
producir EADs. La APDy, de la célula endocardica del adulto macho en control fue
de 119 ms y los incrementos de prolongacion de la APD fueron 14.2% (16 ms),
22.4% (26 ms) y 27.1% (32 ms) con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide
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respectivamente. En tanto que en el modelo de adulto hembra, la APDy de la célula
endocardica en control fue de 128 ms y los incrementos de prolongacion de la APD
fueron 14.8% (19 ms) y 28.9% (37 ms) con las concentraciones de 10 y 30 nM de
dofetilide, mientras que con la aplicacion de 100 nM de dofetilide se produce una
EAD simple.

En el caso de los modelos de preadolescentes, la APDgy de la célula endocardica
del preadolescente macho en control fue de 138 ms y los incrementos de prolongacion
de la APD fueron 15.9% (22 ms), 26.8% (37 ms) y 47.1% (64 ms) con la aplicacion
de 10, 30 y 100 nM de dofetilide respectivamente. En tanto que en el modelo de
preadolescente hembra, la APDgy de la célula endocardica en control fue de 140 ms
y los incrementos de prolongaciéon de la APD fueron 15.4% (21 ms), 18.5% (26 ms) y
23.5% (33 ms) con la aplicaciéon de 10, 30 y 100 nM de dofetilide.

Los modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y
preadolescente hembra reproducen el efecto del dofetilide de la dependencia de la
frecuencia (reverse use dependence). Debido a este efecto, la prolongacion de la
duracién del potencial de accion se incrementa cuando la frecuencia de estimulacion
se reduce o la BCL aumenta. En la figura 4.12 se puede observar el incremento en
APDy, inducido por las diferentes concentraciones de dofetilide a diversas BCLs en
los cuatro modelos para células endocardicas.
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Figura 4.12 Incremento en APDy, inducido por las diferentes concentraciones de dofetilide a
diversas BCLs en los cuatro modelos para células endocardicas.
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La prolongacion en APDgy inducida por las diferentes concentraciones de
dofetilide presenta el efecto de la dependencia de frecuencia en todos los modelos,
aunque entre los modelos de adultos, la hembra muestra un efecto mas pronunciado y
ademas a partir de un BCL de 2000 ms con una concentracion de 30 nM de dofetilide
y a partir de un BCL de 500 ms en 100 nM del farmaco se producen EADs. En tanto,
que entre los modelos de preadolescentes, el efecto es mas pronunciado en la hembra
que en el macho en condiciones de control, aunque a partir de 500 ms de BCL en una
concentracion de 100 nM de dofetilide el modelo del preadolescente macho produce
EADs y la preadolescente hembra no produce EADs.

La dispersion de repolarizacion (DOR) se define como el valor de la diferencia
entre las APDgy mayores y menores de los tipos de miocitos epicardico,
midmiocardico y endocardico. En la figura 4.13 se muestra la relacion entre el
aumento de la APDyy y los diferentes tipos de cardiomiocitos bajo los efectos del
farmaco dofetilide con concentraciones de 10, 30 y 100 nM con una BCL de 1000 ms
para los modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y
preadolescente hembra.
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Figura 4.13 Relacién entre el aumento de la APDy, y los diferentes tipos de cardiomiocitos
bajo los efectos del farmaco dofetilide con concentraciones de 10, 30 y 100 nM con una BCL de
1000 ms.
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Se puede observar en la figura el incremento de la dispersion de repolarizacién con
la aplicacion de las diversas concentraciones del dofetilide en todos los modelos. Se
presenta un aumento de la APDyy en todos los tipos de células dependiente de la
concentracion del dofetilide y este aumento es mayor en las células midmiocardicas y
menor en las células epicardicas en cada uno de los cuatro modelos.

El aumento de la APDy, tiene diferentes efectos en los potenciales de accion de
cada tipo de cardiomiocito y de cada modelo. En el modelo de adulto macho se tuvo
un aumento de la APDyy en todos los tipos de células, teniendo como resultado la
prolongacion del potencial de accion en todos los casos. Mientras que en el modelo de
adulto hembra, se presentd la prolongacion del potencial de accion en la célula
epicardica con todas las concentraciones de dofetilide y con la aplicacion de 10 y 30
nM de dofetilide en la célula endocardica.

En tanto, se presentaron EADs en la célula midmiocardica con concentraciones de
10 y 30 nM de dofetilide y en la célula endocardica con 100 nM. Con una aplicacién
de 100 nM de dofetilide en la célula midmiocardica se generé una EAD
dramaticamente prolongada sin repolarizacion. Para los modelos de preadolescentes,
en ambos casos se produjé prolongacion del potencial de accidon en todos los tipos de
células, excepto en la célula midmiocardica que con 30 nM de dofetilide se generaron
EADs y con 100 nM de dofetilide se tuvieron EADs dramaticamente prolongadas sin
repolarizacion.

En los modelos de adultos, las células del modelo de adulto hembra tienen una
mayor dispersion de repolarizacion que el adulto macho en todas las concentraciones
de dofetilide. Tanto que se presentan EADs con repolarizacion en las células
midmiocardicas a 10 y 30 nM de dofetilide y en las células endocardicas a 100 nM y
se producen EADs dramaticamente prolongadas sin repolarizacion en células
midmiocardicas con 100 nM de dofetilide.

Mientras que en los modelos de preadolescentes, la preadolescente hembra
presentd una mayor dispersion de repolarizacion con la aplicacion de 10 nM de
dofetilide que el preadolescente macho (19 y 15 ms), pero el preadolescente macho
presentd una mayor dispersion de repolarizacion con la aplicacion de 30 nM de
dofetilide que la preadolescente hembra (549 y 486 ms con repolarizacion en EADs).
Con 100 nM de dofetilide, los dos modelos presentaron EADs dramaticamente
prolongadas.

4.3.2 La respuesta celular al farmaco dofetilide en condiciones de reserva de
repolarizacion reducida.

En la electrofisiologia cardiaca el proceso de repolarizacion del potencial de accion
es garantizado por multiples corrientes. La contribucion de estas corrientes varia con
el tipo de célula. El bloqueo de una de estas corrientes no resulta en una falla de la
repolarizacion, la compensacion por otras corrientes subyacentes a la repolarizacion
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previene de arritmias peligrosas y a esto se le ha denominado reserva de
repolarizacion (Roden DM, 1998).

Una manera de enmarcar el concepto de reserva de repolarizacién reducida es
cuando se disminuye la componente lenta de la corriente de rectificacion tardia (Ixs) y
actia algun tipo de bloqueo en la componente rapida de la corriente de rectificacion
tardia (Ik,). En situaciones normales, la corriente Ixs contribuye en una minima parte
al proceso de repolarizacion, pero tiene un rol vital en la reserva de repolarizacion
(Roden DM, 2006). La reduccion de Ixs puede deberse no solo a mutaciones del canal
16nico sino también a enfermedades como la insuficiencia cardiaca, diabetes e
hipertrofia cardiaca. Para analizar las discrepancias de edad y sexo con una reserva de
repolarizacion reducida, ésta se ha reproducido decrementando la corriente Ixs a un
75% vy un 50% de su valor en condiciones normales.

La figura 4.14 muestra potenciales de accion de célula endocardica con una BCL
de estimulacion de 1000 ms para los 4 modelos con una reserva de repolarizacion
reducida, es decir, se disminuy6 a un 75% la corriente Ixs en condiciones de control
y aplicando concentraciones de dofetilide de 30 y 100 nM.

Se observa que en las células endocérdicas en el modelo de adulto macho se
presenta solo prolongacion de la APD en todas las concentraciones de dofetilide sin
producir EADs. La APDy, de la célula endocardica del adulto macho en control fue
de 122 ms, (se tuvo un ligero aumento del incremento de prolongacion de la APD del
2.5% con respecto al dato de la reserva de repolarizacion sin reducir), y los
incrementos de prolongacion de la APD fueron 28.6% (32 ms) y 38.5% (44 ms) con
la aplicacion de 30 y 100 nM de dofetilide respectivamente. En comparacion, con el
modelo de célula endocardica de adulto macho con el 100% de Ik, es decir, reserva
de repolarizacién sin reducir, la APDgy fue de 119 ms y los incrementos de
prolongacion de la APD fueron 22.4% (26 ms) y 27.1% (32 ms) para 30 y 100 nM de
dofetilide respectivamente. Se puede deducir que la reducciéon en la reserva de
repolarizacion aunada al bloqueo de la I, por el dofetilide, acentiia la prolongacion de
la APD en las células endocérdicas del modelo de adulto macho.

En tanto que en el modelo de adulto hembra con reserva de repolarizacion
reducida, la APDy, de la célula endocardica en control fue de 133 ms (3.9% mas que
el modelo con reserva no reducida) y se produjeron EADs dobles con las
concentraciones de 30 y 100 nM de dofetilide, mientras que en el modelo de adulto
hembra con reserva de repolarizacion sin reducir, la APDy fue de 128 ms, se tuvo un
incremento de prolongacion de la APD de 28.9% (37 ms) con la aplicacion de 30 nM
de dofetilide y se gener6 una EAD simple con 100 nM de dofetilide. También en este
caso, como en el modelo de adulto macho, la combinacién del bloqueo de Iy, por la
accion del dofetilide y la reserva de repolarizacién reducida (0.75% de Iks),
incrementa la prolongacion de la APD y la susceptibilidad a la aparicion de EADs.

En el caso de los modelos de preadolescentes, la APDgy de la célula endocardica
del preadolescente macho con reserva de repolarizacion reducida en control fue de
141 ms (2.2% mas que el modelo con reserva no reducida) y el incremento de
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prolongacion de la APD fue de 40.4% (57 ms) con la aplicacion de 30 nM de
dofetilide y se produjé una EAD doble con 100 nM de dofetilide, mientras que el
mismo modelo con reserva de repolarizacion sin reducir presentd un 26.8% (37 ms) y
un 47.1% (65 ms) de elongacién en la APD para 30 nM y 100 nM de dofetilide
respectivamente.
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Figura 4.14 Potenciales de acciéon de célula endocardica con una BCL de estimulacién de 1000
ms para los 4 modelos con una reserva de repolarizaciéon reducida (0.75 Iks) en condiciones de
control y aplicando concentraciones de dofetilide de 30 y 100 nM.

Asi también en el modelo del preadolescente macho, la combinacion de
decremento de las corrientes Ix, e Iks, por el efecto del farmaco y la reserva de
repolarizacion reducida amplia el porcentaje de prolongacion de la APD y la
susceptibilidad a EADs.

En tanto que en el modelo de preadolescente hembra con reduccion de la reserva
de repolarizacion, la APDy, de la célula endocardica en control fue de 148 ms (5.7%
mas que el modelo con reserva no reducida) y el incremento de prolongacion de la
APD fue 29.0% con la aplicacion de 30 nM de dofetilide y con la aplicacion de 100
nM de dofetilide se produjo una EAD doble, mientras en el modelo sin reduccion de
reserva de repolarizacion se tuvo una APDgy de 140 ms e incrementos de
prolongacion de APD de 18.5% (26 ms) y 23.5% (33 ms) con 30 y 100 nM de
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dofetilide. Como en los modelos anteriores, el bloqueo del dofetilide en conjunciéon
con la reserva de repolarizacion reducida aumenta la elongacién de la APD y la
susceptibilidad a EADs.

En condiciones de control y la reduccion de la reserva de repolarizacion (75% de
Iks) , las simulaciones del modelo de adulto hembra tienen una mayor prolongacion de
APD que el adulto macho. El modelo de adulto hembra tiene incidencias de EADs
con 30 y 100 nM de dofetilide, pero el modelo de adulto macho tiene prolongacion de
APD sin presentar EADs en ninguna concentracion de dofetilide. Con una aplicacion
de 30 nM del farmaco, los modelos de preadolescente macho y preadolescente
hembra presentan prolongacion de APD, pero con la concentraciéon de 100 nM de
dofetilide ambos presentan incidencias de EADs, presentando un comportamiento
similar.

La figura 4.15 ilustra la relacion de APDg, versus BCL para los cuatro modelos
con una reserva de repolarizacion reducida (75% de Ixs) en condiciones de control y
aplicando 30 y 100 nM de dofetilide.

En todos los modelos se presenta el efecto de la dependencia de la frecuencia
(reverse use dependence). Con respecto a los modelos de adultos, en condiciones de
control, el modelo de adulto hembra tiene una pendiente més pronunciada en la
relacion APD-BCL que el modelo de adulto macho, mientras el modelo de
preadolescente hembra tiene una pendiente un poco mayor que el modelo de
preadolescente macho. Con 30 y 100 nM de dofetilide, el adulto hembra produce
EADs, aunque el adulto macho no tiene incidencias de EADs en ambas
concentraciones del fAirmaco.

El modelo del preadolescente macho tiene una relacion APD-BCL maés
pronunciada que el modelo de preadolescente hembra con una concentracion de 30
nM de dofetilide y produce EADs en BCLs de 2000 y 5000 ms, mientras el modelo de
la preadolescente hembra no produce EADs y tiene prolongaciones de APD a
mayores BCLs. Con 100 nM de dofetilide, el preadolescente macho y la
preadolescente hembra producen EADs en BCLs de 1000, 2000 y 5000 ms, pero el
preadolescente macho tiene una pendiente mas pronunciada en la relacion APD-BCL
que la preadolescente hembra en BCLs de 300 y 500 ms.

Comparando la relacion de APDgyy vs BCL entre los cuatro modelos de adulto
macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra con la reserva
de repolarizacion reducida y sin reducir, se puede deducir que la reduccion de la
reserva de repolarizacion acentua el efecto de la dependencia de la frecuencia (reverse
use dependence) en todos los modelos.
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Figura 4.15 Relacion de APDyy vs BCL para los cuatro modelos con una reserva de
repolarizacién reducida (75% de Ix;) en condiciones de control y aplicando 30 y 100 nM de

dofetilide.

Los potenciales de accion endocardicos de los 4 modelos con una disminucion del
50% de la Ixs, como reserva de repolarizacion reducida, en condiciones de control y
30 y 100 nM de dofetilide se muestran en la figura 4.16.

La APDyy de la célula endocardica del adulto macho en control fue de 126 ms (se
tuvo un aumento del incremento de prolongacion de la APD del 5.8% con respecto al
dato de la reserva de repolarizacion sin reducir), y el incremento de prolongacion de
la APD fue del 35.7% (45 ms) con la aplicacion de 30 nM de dofetilide y se produjo
una EAD doble con 100 nM de dofetilide. En tanto que en el modelo de adulto
hembra, la APDy, de la célula endocérdica en control fue de 138 ms (7.8% mas que
el modelo con reserva no reducida) y se produjeron EADs con las concentraciones de
30 y 100 nM de dofetilide, una cuadruple y la otra dramaticamente prolongada
respectivamente.

En los modelos de preadolescentes, la APDygy de la célula endocardica del
preadolescente macho en control fue de 146 ms (5.8% mas que el modelo con reserva
no reducida) ) y se produjeron EADs con las concentraciones de 30 y 100 nM de
dofetilide, una triple y la otra drdmaticamente prolongada respectivamente. En tanto
que en el modelo de preadolescente hembra, la APDgy de la célula endocardica en
control fue de 151 ms (7.8% mas que el modelo con reserva no reducida) y se
produjeron EADs con las concentraciones de 30 y 100 nM de dofetilide, una triple y
la otra dradmaticamente prolongada respectivamente.
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Figura 4.16 Potenciales de accion endocardicos de los 4 modelos con una disminucién del 50% de

la Ik, como reserva de repolarizacion reducida, en condiciones de control y 30 y 100 nM de
dofetilide.

Comparando los modelos con reserva de repolarizacion reducida y sin reducir, la
reduccion de la reserva de repolarizacion (0.5% de Iks) exacerba el efecto del bloqueo
del dofetilide produciendo mayores prolongaciones de la APD y susceptibilidad a
EADs. En condiciones de control, todos los modelos presentan prolongacion de APD
con respecto a los modelos de reserva de repolarizacion no reducida. Con 30 nM del
farmaco, el adulto hembra tiene incidencias de EADs, pero el adulto macho presenta
solo prolongacion de APD, mientras que ambos preadolescentes, producen EADs: el
macho con una EAD triple, mientras la hembra con una EAD simple.

El modelo de adulto hembra produce un potencial de accién dramaticamente
prolongado con 100 nM de dofetilide, mientras que el modelo de adulto macho
produce EADs. Esta accion de prolongacion de APD se hace reversible en los
modelos de preadolescentes, el de preadolescente macho produce un potencial de
accion dramaticamente prolongado y el de preadolescente hembra produce EADs.

Los resultados anteriores muestran que el modelo de adulto hembra con aplicacion
de farmaco y reserva de repolarizacion reducida (75 y 50% de Iks) presenta una mas
larga APD y una mayor susceptibilidad a EADs que el modelo de adulto macho.
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Los resultados presentados para los modelos de preadolescentes con farmaco y un
0.75 Ixs como reserva de repolarizacion reducida muestran una similar prolongacion
de APD vy susceptibilidad a EADs, tanto en preadolescente macho como en
preadolescente hembra, pero cuando la reserva de repolarizacion reducida se acentia
mas (0.5 Igs), el modelo del preadolescente macho tiene potenciales de accion mas
largos y una mayor incidencia de EADs que el modelo de la preadolescente hembra.

4.4 Influencias del sexo y la edad sobre la dispersion transmural de APD e
intervalo QT.

Tomando en cuenta que de los mas importantes factores en la arritmogenesis son:
la excesiva prolongacion del intervalo QT corregido, mas de 450 ms en hombres y
mas de 470 ms en mujeres (Yap YG y Camm AlJ, 2003), y el incremento en la
dispersion transmural de APD , los cuales conllevan a tener riesgo de sufrir TdP. Se
realizd la simulacién del tejido ventricular transmural, una fibra heterogénea
unidimensional conformada de 400 células ventriculares transversalmente acopladas
(100 wm de longitud y 22 um de diametro). El modelo comprende una region
endocardica (células de la 0 a la 149), una regién midmiocardica (células de la 150 a
la 299) y una region epicardica (células de la 300 a la 399); representando un grosor
transmural de 0.88 cm, en el cual 3/8 del total corresponde a tejido endocardico, 3/8 a
la region de células midmiocardicas y 2/8 a tejido epicardico como se ilustra en la
figura 4.17.

J \\ %

NN -\

R, R, R;, Ry Ry,

Figura 4.17 Esquema de la fibra heterogénea unidimensional conformada de 400 células
ventriculares transversalmente acopladas.

En la fibra unidimensional se considero una resistencia intracelular efectiva R; de
0.34 Qcm’, ademéas de la presencia de una barrera resistiva entre las regiones
midmiocardica y epicardica, es decir entre las células 299-303 (Yan GX et al, 1998).

La velocidad transversal de conduccion fue de 37.07 cm/s, valor muy cercano al
dato obtenido experimentalmente por Wiegerinck et al (Wiegerinck RF et al, 2006) de
37 cm/s.

4.4.1 La dispersion transmural de APD e intervalo QT en condiciones
normales.

Los resultados obtenidos de las APDgyg con un BCL de 1000 ms de la fibra
heterogénea unidimensional de cada uno de los 4 modelos (adulto macho, adulto
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hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra) en tejido epicardico,
midmiocardico y endocardico en condiciones de control se muestran en la figura 4.18.

En la figura de puede observar que las APDy, del tejido epicardico en los cuatro
modelos es menor, mientras que las APDgy de los tejidos endocardico y
midmiocardico son muy similares, debido al efecto electrotonico de las células en la
fibra heterogénea. Las APDy, de los tejidos epicardico, midmiocardico y endocardico
del modelo de adulto macho son menores en todos los casos, comparandolos con los
tejidos de los modelos de adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente
hembra.
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Figura 4.18 APDy, de la fibra heterogénea unidimensional de cada uno de los 4 modelos (adulto
macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra) en cada uno de los
tejidos en condiciones de control y con un BCL de 1000 ms.

La figura 4.19 ilustra los potenciales de accion de las regiones endocardica,
midmiocardica y epicdrdica de cada fibra unidimensional de los modelos de adulto
macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra en
condiciones de control y con una BCL de 1000 ms.

Los potenciales de accidn mostrados estdn tomados de la seccidon central de cada
region, es decir, la region endocardica de la fibra unidimensional que abarca de la
célula 0 a la célula 149, el potencial de accion se ha obtenido de la célula 74; la region
midmiocardica que contiene las células de la 150 a la 299, el potencial de accién se ha
obtenido de la célula 224; y la region epicardica que inicia en la célula 300 y finaliza
en la célula 399, el potencial de accion se ha tomado de la célula 349. En todos los
casos, los potenciales de accion del tejido epicardico son menores que los de los
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tejidos midmiocardico y endocardico. Se puede observar, como la muesca o ranura de
los potenciales de accidon, debido a la corriente transitoria de potasio I, que es mas
pronunciado en células midmiocardicas o epicardicas aisladas, es apenas perceptible;
lo anterior a causa del acoplamiento entre células en la fibra unidimensional.

Control
AM AF PM PF
— 40
0
ol 74 10
-80 Endo
— 40
0
4014 40
M-Cells
-80
[ 40
349 °
-40
— -80 Epi

Figura 4.19 Potenciales de accién de las regiones endocardica, midmiocardica y epicardica de
cada fibra unidimensional de los modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente
macho y preadolescente hembra en condiciones de control y con una BCL de 1000 ms.

Para estudiar la dispersion de repolarizaciéon transmural (TDR) en la fibra
heterogénea unidimensional de cada modelo, se revisa la maxima APDgy de los 3
tejidos con respecto a la minima APDyy de los mismos; en condiciones de control y
una BCL de 1000 ms, se tiene que la maxima APDgy se obtuvo en el tejido
endocardico de cada uno de los modelos, siendo 122 ms para el modelo de adulto
macho, 133 ms para el de adulto hembra, 139 ms para el modelo de preadolescente
macho y 141 para el de preadolescente hembra, mientras que la menor APDgy se
obtuvo en el tejido epicardico de todos los modelos y éstos fueron: 99 ms para el
modelo de adulto macho, 105 ms para el de adulto hembra, 113 ms para el modelo de
preadolescente macho y 116 ms para el de preadolescente hembra. La mayor TDR se
presentd en el modelo de adulto hembra con 28 ms, seguido de los modelos de
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preadolescente macho y preadolescente hembra con 26 y 25 ms respectivamente, y
por ultimo el modelo de adulto macho con 23 ms.

Revisando las APDyy que se obtuvieron en los tejidos endocardico y epicéardico de
cada uno de los modelos en condiciones de control y una BCL de 1000 ms en células
aisladas en el apartado 4.3.1. En el tejido endocardico los valores fueron 119 ms para
el modelo de adulto macho, 128 ms para el de adulto hembra, 138 ms para el modelo
de preadolescente macho y 140 para el de preadolescente hembra y para el tejido
epicardico fueron 103 ms para el modelo de adulto macho, 113 ms para el de adulto
hembra, 117 ms para el modelo de preadolescente macho y 122 ms para el de
preadolescente hembra.

Estos valores son ligeramente mayores de APDyy en el tejido endocardico de la
fibra unidimensional que en la célula aislada, pero esta tendencia se revierte en el
tejido epicardico ya que los valores de APDq en célula aislada son mayores que en la
fibra unidimensional, esto debido al acoplamiento electrotonico de las células en la
fibra.

Para obtener los pseudo-ECGs, un potencial extracelular (®,) generado por la
distribucion del voltaje de membrana dentro de la fibra virtual unidimensional es
simulado a través de un electrodo virtual colocado a 2 cm de la superficie epicardial,
ver detalles en la seccion en Métodos. El frente de onda transmural se propaga en
paralelo a la superficie epicardica, por tanto, la posicion del electrodo virtual es
ortogonal a la superficie y su distancia solo escala la magnitud de los potenciales
extracelulares obtenidos. El perfil temporal de @, constituye una aproximacion al
componente ventricular del ECG, es decir, el pseudo-ECG.

Los pseudo-ECGs de los modelos de adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra en condiciones de control y con una
BCL de 1000 ms se muestran en la figura 4.20.

Para obtener los pseudo-ECGs no se han tomado en cuenta las primeras 10 células,
ni las Gltimas 10 células para evitar los errores debido al pulso de estimulacion al
inicio y al final de la fibra. El intervalo QT se ha definido como el tiempo entre el
complejo QRS y la terminacion de la onda T.

Los pseudo-ECGs caracterizan la propagacion de potenciales de accion
transmurales del tejido endocardico al epicardico. Los cambios en el pseudo-ECG
solamente pueden ser producidos por cambios en las distribuciones espacio
temporales transmurales del potencial de membrana celular y son el resultado a
transformaciones en la corriente total idnica de la membrana celular o en el
acoplamiento electrotonico.
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Figura 4.20 Pseudo-ECGs de los modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente
macho y preadolescente hembra en condiciones de control y con una BCL de 1000 ms.

En la figura se puede observar como el intervalo QT del modelo de adulto macho
(140 ms) es mas corto que los intervalos QT de adulto hembra (154 ms),
preadolescente macho (161 ms) y preadolescente hembra (160 ms).

4.4.2 La dispersion transmural de APD e intervalo QT en respuesta al fairmaco
dofetilide.

El uso de farmacos antiarritmicos estd sujeto a numerosos efectos adversos, siendo
el fendmeno proarritmogénico uno de los mas temidos. Se ha planteado que la
prolongaciéon de la duracion del potencial de accion (APD), la produccion de
postdepolarizaciones tempranas (EAD) y la dispersion transmural de repolarizacion
(TDR) inducidas por farmacos, sean la génesis de arritmias ventriculares como el
sindrome de QT largo adquirido y Torsade de Pointes (TdP), siendo la prolongacion
de la APD y la produccion de EADs las actividades desencadenantes y la TDR el
sustrato para mantener las arritmias (Anzelevitch C et al, 1998; Anzelevitch C y Fish
J, 2001; Hancox JC et al, 2000; Makielski JC y January CT, 1998; Volders PGA et al,
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2000). Con el fin de investigar las interacciones del farmaco dofetilide en las regiones
transmurales cardiacas en adulto macho, adulto hembra, joven macho y joven hembra
se simularon con el modelo de dofetilide las aplicaciones en concentraciones de 10,
30y 100 nM.

En la figura 4.21 se presentan las APDy, de las regiones epicardica, midmiocardica
y endocardica de los 4 modelos con un BCL de 1000 ms y una concentracion de 10
nM de dofetilide.
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Figura 4.21 APD,, de las regiones epicardica, midmiocardica y endocardica de los 4 modelos con
un BCL de 1000 ms y una concentracion de 10 nM de dofetilide.

Con la aplicacion del dofetilide, todos los potenciales de accion de todas las regiones
(epicardica, midmiocardica y endocardica) en los 4 modelos tienen una prolongacion
en la APD. Las APDy, de los tejidos epicardico, midmiocardico y endocardico del
modelo de adulto macho son menores en todos los casos, comparandolos con los
tejidos de los modelos de adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente
hembra. La figura 4.22 muestra los potenciales de accion de las regiones endocardica,
midmiocardica y epicdrdica de cada fibra unidimensional de los modelos de adulto
macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra con la
aplicacion de 10 nM de dofetilide y con una BCL de 1000 ms.

Con la aplicacion de 10 nM de dofetilide y una BCL de 1000 ms, se tiene que la
maxima APDy, se obtuvo en el tejido endocardico en los modelos de adulto macho y
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preadolescente macho, siendo 141 ms para el modelo de adulto y 164 ms para el de
preadolescente; mientras que en los modelos de hembra, tanto adulto como
preadolescente, la maxima APDy, se obtuvo en el tejido midmiocardico: 171 ms para
el modelo de adulto hembra y 167 para el de preadolescente hembra; la menor APDy,
se obtuvo en el tejido epicardico de todos los modelos y éstos fueron: 110 ms para el
modelo de adulto macho, 116 ms para el de adulto hembra, 126 ms para el modelo de
preadolescente macho y 128 ms para el de preadolescente hembra. La mayor TDR se
presentd en el modelo de adulto hembra con 55 ms, seguido de los modelos de
preadolescente hembra y preadolescente macho con 39 y 38 ms respectivamente, y
por ultimo el modelo de adulto macho con 31 ms.
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Figura 4.22 Potenciales de accion de las regiones endocardica, midmiocardica y epicardica de los
4 modelos con la aplicacion de 10 nM de dofetilide y con una BCL de 1000 ms.

Los pseudo-ECGs de los modelos de adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra con 10 nM de dofetilide y una BCL
de 1000 ms se muestran en la figura 4.23. Debido al efecto proarritmico del dofetilide,
los intervalos QT de todos los modelos son mas largos que en la condicion de control
y la dispersion transmural de repolarizacion, reflejada en la onda T del pseudoECG,
es mayor que la de control en todos los modelos.
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Figura 4.23 Pseudo-ECGs de los modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente
macho y preadolescente hembra con 10 nM de dofetilide y una BCL de 1000 ms.

El intervalo QT es mas largo en el modelo de adulto hembra (184 ms) que en el de
adulto macho (151 ms). En tanto, que el intervalo QT de los modelos de jovenes,
tanto el de joven macho (174 ms) como el de joven hembra (175 ms) son similares.

Un efecto mas acusado se presenta con la aplicacion de 30 nM de dofetilide, la
figura 4.24 presenta las APDgy de las regiones epicardica, midmiocardica y
endocardica de los 4 modelos con un BCL de 1000 ms y la concentracion de
dofetilide antes mencionada.

En la figura se puede observar el incremento exacerbado de la APDyy del modelo
de adulto hembra, indicando la prevalencia del efecto proarritmico del dofetilide
sobre el modelo de adulto hembra. Aunque también se puede visualizar en la figura el
incremento de la APDyy en el tejido midmiocardico del modelo de preadolescente
macho con respecto al de preadolescente hembra.

114



Capitulo IV Resultados

30 nM Dofetilide
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Figura 4.24 APDy, de las regiones epicardica, midmiocardica y endocardica de los 4 modelos
con un BCL de 1000 ms y una concentracion 30 nM de dofetilide.

La figura 4.25 ilustra los potenciales de accion de las regiones endocardica,
midmiocardica y epicardica de cada fibra unidimensional de los modelos de adulto
macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra con la
aplicacion de 30 nM de dofetilide y con una BCL de 1000 ms. Se muestran la
aparicion de EADs simples en los tejidos endocéardico y midmiocardico del modelo de
adulto hembra. En tanto, todos los potenciales de accion de los 4 modelos presentan
una mayor prolongacion de la APD.

Con 30 nM de dofetilide y una BCL de 1000 ms, se tiene que la maxima APDy,
se obtuvo en el tejido midmiocardico de todos los modelos, excepto en el modelo de
adulto hembra que lo tuvo en el tejido endocardico, como se observa en la figura 4.47;
siendo 153 ms para el modelo de adulto macho, 261 ms para el de adulto hembra,
196 ms para el modelo de preadolescente macho y 188 para el de preadolescente
hembra, mientras que la menor APDy, se obtuvo en el tejido epicardico de todos los
modelos y éstos fueron: 117 ms para el modelo de adulto macho, 122 ms para el de
adulto hembra, 134 ms para el modelo de preadolescente macho y 134 ms para el de
preadolescente hembra. La mayor TDR se present6 en el modelo de adulto hembra
con 139 ms, debido a la EAD, seguido de los modelos de preadolescente macho y
preadolescente hembra con 52 y 50 ms respectivamente, y por ultimo el modelo de
adulto macho con 36 ms.
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30 nM Dofetilide
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Figura 4.25 Potenciales de accién de las regiones endocardica, midmiocardica y epicardica de los
modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra con la
aplicacion de 30 nM de dofetilide y con una BCL de 1000 ms.

Los pseudo-ECGs de los modelos de adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra con 30 nM de dofetilide y una BCL
de 1000 ms se muestran en la figura 4.26. Se puede observar en la figura como se han
incrementado los intervalos QT y la amplitud de la onda T de todos los modelos por
el efecto del dofetilide, haciendo que inclusive se deforme la morfologia de la onda T
del modelo de adulto hembra, esto debido a las postdepolarizaciones tempranas en los
tejidos endocardico y midmiocardico.

El intervalo QT es mas largo en el modelo de adulto hembra (239 ms) que en el de
adulto macho (165 ms). En tanto que en el intervalo QT de los modelos de
preadolescentes, el de macho (183 ms) es ligeramente mayor al de la hembra (180
ms).
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Figura 4.26 Pseudo-ECGs de los modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente
macho y preadolescente hembra con 30 nM de dofetilide y una BCL de 1000 ms.

Con una concentracion de 100 nM de dofetilide y un BCL de 1000 ms se muestran
en la figura 4.27, las APDyg de los 4 modelos. Con esta concentracion del farmaco se
produce una mayor prolongacion de la APD en todos los tejidos de cada uno de los
modelos.

En la figura se puede observar, como con la aplicacion de 100 nM de dofetilide, las
APDy en el tejido endocardico de los modelos de adulto hembra, preadolescente
macho y preadolescente hembra se incrementan de una forma considerable que las
APDy en el tejido midmiocardico, lo que habia sucedido s6lo en el modelo de adulto
hembra con una concentraciéon de 30 nM de dofetilide; mientras que en el modelo de
adulto macho, las APDy en el tejido midmiocardico siguen siendo un poco mayores
que las APDy en el tejido endoocardico.
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Figura 4.27 APDy, de los 4 modelos con una concentracion de 100 nM de dofetilide y un BCL de
1000 ms.

La figura 4.28 presenta los potenciales de accion de las regiones endocérdica,
midmiocardica y epicérdica de cada fibra unidimensional de los modelos de adulto
macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra con la
aplicacion de 100 nM de dofetilide y con una BCL de 1000 ms. Se muestran la
aparicion de EADs dobles en el tejido endocéardico y de EADs simples en el tejido
midmiocardico del modelo de adulto hembra. Asi como EADs simples en los tejidos
endocardico y midmiocardico del modelo de preadolescente macho y EADs simples
en el tejido endocardico del modelo de preadolescente hembra. Los demés potenciales
de accion en los tejidos endocardico, midmiocardico y epicardico de los 4 modelos
presentan una mayor prolongacion de la APD.

Con 100 nM de dofetilide y una BCL de 1000 ms, se tiene que la méxima APDy,
se obtuvo en el tejido endocardico de todos los modelos, excepto en el modelo de
adulto macho que lo tuvo en el tejido midmiocardico, como se observa en la figura
4.28; siendo 167 ms para el modelo de adulto macho, 326 ms para el de adulto
hembra, 294 ms para el modelo de preadolescente macho y 312 para el de
preadolescente hembra, mientras que la menor APDgy se obtuvo en el tejido
epicardico de todos los modelos y éstos fueron: 121 ms para el modelo de adulto
macho, 128 ms para el de adulto hembra, 139 ms para el modelo de preadolescente
macho y 138 ms para el de preadolescente hembra.
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Figura 4.28 Potenciales de accién de las regiones endocardica, midmiocardica y epicardica de los
modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra con la
aplicacion de 100 nM de dofetilide y con una BCL de 1000 ms.

La mayor TDR se present6 en el modelo de adulto hembra con 198 ms, seguido
de los modelos de preadolescente hembra y preadolescente macho con 174 y 155 ms
respectivamente, estos altos valores de TDR debido a la EADs, y por ultimo el
modelo de adulto macho con 46 ms.

Los pseudo-ECGs de los modelos de adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra con 100 nM de dofetilide y una BCL
de 1000 ms se muestran en la figura 4.29. Se puede observar en la figura como se han
incrementado los intervalos QT y la amplitud de la onda T de todos los modelos por
el efecto del dofetilide, haciendo que inclusive se deforme la morfologia de la onda T
en los modelos de adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra, lo
anterior debido a las postdepolarizaciones tempranas en los tejidos endocardico y
midmiocardico.
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Figura 4.29 Pseudo-ECGs de los modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente
macho y preadolescente hembra con 100 nM de dofetilide y una BCL de 1000 ms.

El intervalo QT es mas largo en el modelo de adulto hembra (332 ms) que en el de
adulto macho (185 ms). En tanto que en el intervalo QT de los modelos de
preadolescentes, el de hembra (304 ms) es mayor que el de macho (285 ms).

En los resultados presentados se ha podido comprobar el efecto proarritmico del
dofetilide en la prolongacion del intervalo QT dependiente de la dosis o concentracion
utilizada en todos los tejidos de los modelos de adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra. Entre los modelos de adultos, la
hembra muestra un efecto mucho més pronunciado que el macho, mientas que en los
modelos de preadolescentes, los efectos causados por la aplicacion del dofetilide son
muy similares, aunque con una ligera predominancia hacia el macho.

La aplicacion del dofetilide a diferentes concentraciones produce un aumento en la
TDR en los modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y
preadolescente hembra. Presentando un incremento mucho mayor en el modelo de
hembra, comparado con el del macho, cuando se trata de los modelos de adultos;
mientras que en los modelos de preadolescentes, los incrementos de TDR son muy
similares y son ligeramente mayores, tanto en el macho como en la hembra,
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dependiendo de la concentracion de dofetilide utilzada, como se puede comprobar con
los resultados mostrados.

Con respecto al intevalo QT, el dofetilide produce una elongacion del intervalo QT
en todos los modelos; teniendo una prolongacion mucho mayor en el modelo de
adulto hembra que en el de adulto macho y siendo esta prolongacién muy similar
cuando se trata de los modelos de preadolescentes, tanto hembra como macho,
presentando ligeras diferencias entre machos y hembras dependientes de la
concentracion de dofetilide aplicada. La aparicion de EADs en los potenciales de
accion de tejidos endocardico y midmiocardico hace que se deforme la morfologia de
la onda T, principalmente en el modelo de adulto hembra que presenta esta anomalia
con la aplicacion de 30 y 100 nM de dofetilide. En tanto que en los modelos de
preadolescentes, en ambos se presentan EADs deformando la morfologia de la onda
T; en el de preadolescente macho en los tejidos endocardico y midmiocardico con una
concentracion de 100 nM de dofetilide y en el modelo de preadolescente hembra en el
tejido endocardico con la misma concentracion de farmaco.

4.5 Diferencias del sexo y la edad sobre los efectos de mutaciones.

Mais de 290 mutaciones en hERG han sido ligadas al sindrome congénito de QT
largo tipo 2 (LQT2). Ver listado completo de mutaciones LQT2 en el anexo II.
Defectos en el poro de hERG han mostrados tener fenotipos celulares heterogéneos.
Mutaciones en el poro pueden resultar en una pérdida de funcion, algunas veces
debido a defecto de trafico y pueden o no coensamblar con subunidades de hERG-WT
presentando efectos dominantes negativos y otros defectos en el poro del canal
pueden dar lugar a alteraciones de la cinética del canal haciendo que se decremente la
corriente li/IhgrG.

4.5.1 Efectos sobre células tipo silvestre (WT).

Se desarrolld un modelo estructurado de la interaccion de la corriente Ii/Ingrg con
el farmaco dofetilide para investigar las consecuencias funcionales de las células WT
del gen hERG en anormalidades de la repolarizacion cardiaca basado en la
formulacion de Markov, como se ilustra en el diagrama de estados de la figura 4.30 y
con las constantes de relacion de asociacion y disociacion implementadas por Clancy
y Rudy 2001 (Clancy CE y Rudy Y, 2001),ver detalles en la seccion Métodos.

El método de Clancy y Rudy 2001 esta basado en la aproximacion de Kiehn a una
temperatura de 37° C. El modelo de Kiehn incluye tres estados cerrados (C3, C2, C1),
un estado abierto (O), y un estado inactivado (I). La transicion entre C2 and C1 es
independiente del voltaje. La inactivacion desde el estado cerrado C1 al inactivado I
se realiza directamente (Kiehn J et al, 1999).
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Figura 4.30 Diagrama de estados del modelo de la interaccion de la corriente Ikr/hERG con el
farmaco dofetilide.

La actividad bloqueadora del dofetilide se ha modelizado utilizando la hip6tesis del
receptor protegido GR “guarded receptor hypothesis” ( Starmer F, 1984). La hipotesis
GR asume que la afinidad del receptor para el fairmaco es constante, mientras el
acceso hacia el receptor varia con el estado del canal. Una vez el fAirmaco se asocia, el
canal queda en un estado de no conduccion hasta que el farmaco se pueda disociar del
receptor.

Los estudios experimentales del dofetilide han demostrado una interaccion
farmaco-receptor en los estados abierto e inactivado, pero no en los estados cerrados
(Yang T et al, 1997; Weerapura M et al, 2002 Milnes JT et al, 2010). Para las
constantes de relacion de asociacion kfo y kfi se han utilizado los valores de ko y ks
que se obtuvieron para los estados abierto e inactivado para la formulacién de
Hodgkin Huxley del modelo de la interaccion dofetilide—Ik, presentada en el apartado
4.1 y para las constantes de relacion de disociacion kbo y kbi se utilizaron los valores
de roy r; para los estados abiertos e inactivados que se habian obtenido en el modelo
presentado en el apartado antes mencionado. El valor de ICsy es de 7 nM.

La figura 4.31 muestra la validacion del modelo con la curva en respuesta al protocolo
de voltaje de activacion entre los datos experimentales de la interaccion hERG —
dofetilide (Milnes JT et al, 2010) y los resultados simulados del modelo. Los simbolos
representan los datos experimentales y la linea solida muestra los valores de
simulacion. Los datos experimentales se han obtenido de un sistema heterélogo de

lineas celulares de mamiferos HEK 293 a 37° C de temperatura (Milnes JT et al,
2010).

El protocolo de voltaje es empleado para determinar la dependencia de voltaje de
activacion sobre un rango de potenciales de prueba, desde un potencial de -80 mV se
aplican escalones despolarizantes entre -40 mV y +50 mV con una duracién de 2 s,
para después aplicar una repolarizacion a -40 mV por 4 s, ver inserto en la figura
4.31. El valor V), de los datos experimentales fue -20.4 £ 0.8 mV y el valor V), de los
resultados de la simulacion fue -25.2 mV.
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Figura 4.31 Curva en respuesta al protocolo de voltaje de activacion.

La validacion del modelo con la comparacion entre los datos experimentales de
hERG-dofetilide (Milnes JT et al, 2010) y los resultados obtenidos por simulacién en
respuesta a un protocolo de voltaje de inactivacion se muestran en la figura 4.32. Los
simbolos representan los datos experimentales y la linea so6lida muestra los valores
simulados. La dependencia de voltaje de inactivacion fue determinada aplicando
pulsos despolarizantes de +40 mV con una duracion de 500 ms, seguidos por
escalones repolarizantes con un rango de -100 a +30 mV de 2 ms y después un
escalon a +40 mV con 500 ms de duracidon, para medir la magnitud de la
inactivacion, ver inserto en la figura 4.32; el valor de V), de los datos experimentales
fue -55.4 £ 0.7 mV y el valor de V), de los resultados de la simulacion fue -57.9 mV.

Se incorporaron los modelos desarrollados de Markov con la interaccion hERG-
dofetilide de células WT para adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y
preadolescente hembra incluyendo las regiones endocardica, midmiocardica y
epicardica en el modelo celular ventricular de Faber-Rudy 2000, para evaluar las
consecuencias arritmogénicas celulares de células WT y de varias mutaciones de
hERG asociadas a LQT?2.

El esquema de Markov representa los distintos estados del canal y el acoplamiento
entre estos estados, permitiendo relacionar las propiedades cinéticas de un estado
especifico del canal i6nico a la conducta electrofisiologica de la célula completa.
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Figura 4.32 Curva en respuesta al protocolo de voltaje de inactivacién.

Ademas, las aproximaciones de Markov en el canal hERG proporcionan el marco
de modelizacion requerido para investigar los efectos dependientes de farmacos y
mutaciones en Ipprg, al permitir que cada estado de Markov represente una
conformacion fisica de la proteina del canal.

En la figura 4.33 se muestra el potencial de accion simulado de una célula
epicardica (WT) del modelo de adulto hembra a una BCL de 1000 ms, asimismo se
presenta la corriente Iy,/Inerg correspondiente y las probabilidades de estados de canal
I,O,Cl1,C2,y C3.

La duracién del potencial de accion a una repolarizacion del 90% (APDq) es de
114 ms. Durante la despolarizacion del potencial de accion, los canales se mueven
desde el estado cerrado C3 y pasan a través de los estados C2 y CI1. Desde el estado
Cl los canales pueden pasar directamente al estado abierto O ¢ al estado de
inactivacion I. Una vez que los canales abren, pasan rapidamente a la inactividad
(transicion de O = I). Un pseudoequilibrio es alcanzado entre la transicion de
inactivacion (O =» I) y la recuperacion desde la inactivacion (I 2 O) que comienza a
favorecer la recuperacion cuando el plateau o meseta del potencial de accion se
repolariza. Con la recuperacion de la inactivacion, la Iy, se incrementa y contribuye a
una mas rapida repolarizacion del potencial de accion. En este momento los canales se
desactivan lentamente (transicion O = C1=> C2=» C3).
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Figura 4.33 Potencial de accion epicardico WT, corriente Iy,/I;grc y probabilidades de estado
del modelo de adulto hembra a una BCL de 1000 ms.

Los potenciales de accion de las células endocardicas WT de los modelos de
adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra en
condiciones de control y con 10, 30 y 100 nM de dofetilide y con una frecuencia de
estimulacion de 1 Hz se muestran en la figura 4.34.
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Figura 4.34 Potenciales de accion del modelo celular endocardico WT en condiciones de control
y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de estimulacién de 1
Hz.

Se puede observar que en las células endocardicas WT en el modelo de adulto
macho se presenta solo prolongaciéon de la APD en todas las concentraciones de
dofetilide sin producir EADs. La APDg, de la célula endocardica del adulto macho
en control fue de 121 ms y los porcentajes de prolongacion de la APD fueron 12.4%,
19.0% y 23.1% con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide respectivamente.
Mientras que en el modelo de adulto hembra, la APDyy de la célula endocardica en
control fue de 133 ms y los porcentajes de prolongacion de la APD fueron 14.3% y
30.0% con las concentraciones de 10 y 30 nM de dofetilide, mientras que con la
aplicacion de 100 nM de dofetilide se produce una EAD simple.

En el caso de los modelos de preadolescentes, la APDgy de la célula endocardica
WT del preadolescente macho en control fue de 141 ms y los porcentajes de
prolongacion de la APD fueron 13.4%, 21.9% y 30.5% con la aplicacion de 10, 30 y
100 nM de dofetilide respectivamente. En tanto que en el modelo de preadolescente
hembra, la APDg, de la célula endocardica en control fue de 147 ms y los
porcentajes de prolongacion de la APD fueron 10.9%, 17.7% y 22.4% con la
aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide.

Los potenciales de accion de los 4 modelos de células midmiocardicas WT en
condiciones de control y con 10, 30 y 100 nM de dofetilide y con una frecuencia de
estimulacion de 1 Hz se ilustran en la figura 4.35.
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Figura 4.35 Potenciales de acciéon del modelo celular midmiocardico WT en condiciones de
control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de
estimulacion de 1 Hz.

En las células midmiocérdicas en el modelo de adulto macho se presenta solo
prolongacion de la APD en todas las concentraciones de dofetilide sin producir EADs.
La APDyy de la célula midmiocérdica del adulto macho en control fue de 125 ms y
los porcentajes de prolongacion de la APD fueron 16.0%, 31.4% y 42.9% con la
aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide respectivamente. En tanto que en el
modelo de adulto hembra, la APDyy de la célula midmiocardica en control fue de
145 ms. En la figura se puede observar la susceptibilidad a EADs de las células
midmiocardicas. En el modelo de adulto macho existe prolongacion de la APD en las
concentracions de 10, 30 y 100 nM de dofetilide, mientras que en el modelo de
adulto hembra aparecen EADs en las 3 concentraciones de dofetilide, una EAD triple
con 10 nM de dofetilide y EADs dramaticamente prolongadas sin repolarizacion con
30 y 100 nM.

Con respecto a los modelos de preadolescentes, la APDgy de la célula
midmiocardica del preadolescente macho en control fue de 148 ms y el porcentaje de
prolongacion de la APD fue 23.6% con la aplicacion de 10 nM de dofetilide. En tanto
que en el modelo de preadolescente hembra, la APDy, de la célula midmiocardica en
control fue de 157 ms y el porcentaje de prolongacion de la APD fue 21.0% con la
aplicacion de 10 nM de dofetilide. Tanto en el modelo del preadolescente macho
como en el modelo de la preadolescente hembra aparecen EADs con la aplicacion de
30 nM de dofetilide, una EAD cuadriple; en ambos casos aparecen EADs
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draméaticamente prolongadas sin repolarizacion con una concentracion de 100 nM de
dofetilide.

El potencial de accion epicardico WT para adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra en condiciones de control y con
concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de estimulacion
de 1 Hz se muestra en la figura 4.36.

En las células epicardicas de los 4 modelos se presentd solo prolongacion de la
APD en todas las concentraciones de dofetilide sin producir EADs. La APDyy de la
célula epicardica del adulto macho en control fue de 108 ms y los porcentajes de
prolongacion de la APD fueron 7.4%, 11.1% y 13.9% con la aplicacién de 10, 30 y
100 nM de dofetilide respectivamente. En tanto que en el modelo de adulto hembra, la
APDgy de la célula epicardica en control fue de 114 ms y los porcentajes de
prolongacion de la APD fueron 7.0%, 10.5% y 13.1% con la aplicacion de 10, 30 y
100 nM de dofetilide.
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Figura 4.36 Potenciales de accién del modelo celular epicardico WT en condiciones de control y
con concentraciones de 10,30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de estimulacion de 1 Hz.

En los modelos de preadolescentes, la APDgy de la célula epicardica del
preadolescente macho en control fue de 122 ms y los porcentajes de prolongacion de
la APD fueron 8.2%, 12.3% y 15.6% con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de
dofetilide respectivamente. En tanto que en el modelo de preadolescente hembra, la
APDgy de la célula epicardica en control fue de 125 ms y los porcentajes de
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prolongacion de la APD fueron 6.4%, 9.6% y 12.0% con la aplicacion de 10, 30 y 100
nM de dofetilide.

En la figura 4.37 se muestra la relacion entre el aumento de la APDyy y los
diferentes tipos de células WT bajo los efectos del farmaco dofetilide con
concentraciones de 10, 30 y 100 nM con una BCL de 1000 ms para los modelos de
adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra. Se
puede observar en la figura el incremento de la dispersion de repolarizacion con la
aplicacion de las diversas concentraciones del dofetilide en todos los modelos. Se
presenta un aumento de la APDyy en todos los tipos de células dependiente de la
concentracion del dofetilide y este aumento es mayor en las células midmiocardicas y

menor en las células epicardicas en cada uno de los cuatro modelos.
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Figura 4.37 Relacion entre el aumento de la APDy, y los diferentes tipos de células WT bajo los
efectos del farmaco dofetilide con concentraciones de 10,30 y 100 nM con una BCL de 1000 ms.

El aumento de la APDy, tiene diferentes efectos en los potenciales de accion de
cada tipo de célula WT y de cada modelo. En el modelo de adulto macho se tuvo un
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aumento de la APDgy en todos los tipos de células, teniendo como resultado la
prolongacion del potencial de accion en todos los casos. Mientras que en el modelo de
adulto hembra, se present6 la prolongacion del PA en la célula epicardica WT con
todas las concentraciones de dofetilide y con la aplicacion de 10 y 30 nM de dofetilide
en la célula endocardica; se produjeron EADs con 10 nM en la célula midmiocardica
WT y con 100 nM en la célula endocardica WT. En tanto, se presentaron EADs
dramaticamente prolongadas sin repolarizacion en la célula midmiocardica WT con
concentraciones de 30 y 100 nM de dofetilide. Para los modelos de preadolescentes,
en ambos casos se produjo prolongacion del PA en todos los tipos de células, excepto
en la célula midmiocardica que con 30 nM de dofetilide produjé6 EADs y con 100 nM
de dofetilide produjo EADs dramaticamente prolongadas sin repolarizacion.

En los modelos de adultos, las células WT del modelo de adulto hembra tienen una
mayor dispersion de repolarizacion que el adulto macho en todas las concentraciones
de dofetilide. Mientras que en los modelos de preadolescentes, se tiene igual
dispersion de repolarizacion con la aplicacion de 10 nM de dofetilide (25 ms), asi
mismo se tiene una casi similar dispersion de repolarizacion con la aplicacion de 30
nM de dofetilide (498 y 521 ms con repolarizacion en EADs). En tanto que con 100
nM de dofetilide, los dos modelos presentaron EADs dramaticamente prolongadas sin
repolarizacion.

4.5.2 Efectos sobre células de la mutacion R56Q.

La mutacion R56Q en el dominio Per-Arnt-Sim (PAS) en los canales de potasio de
hERG acelera la desactivacion del canal. Se eligié esta mutacidn sustitutiva, ya que es
la que puede incrementar mas profundamente esta relacion de desactivacion (Chen J
et al, 1999). Esta alteracion en la cinética del canal reduce la corriente a través de los
canales hERG durante la repolarizacion en la fase de la meseta del potencial de accion
cardiaco, prolongando el intervalo QT y siendo una causa probable para el incremento
de riesgo de la arritmia Torsade de Pointes (TdP) en los individuos afectados por esta
mutacion. Estos cambios se han presentado experimentalmente en los canales hERG
que contienen a la mutacion R56Q expresados en Xenopus oocytes. Ver figura 4.38
tomada de Chen J et al, 1999.

Estos datos experimentales indican que aunque la corriente hERG activada durante
la despolarizacion puede ser mayor que la corriente hERG de células WT, debido al
desplazamiento positivo en la dependencia de voltaje de la disponibilidad de canales,
la rapida desactivacion causada por esta mutacion resulta en una corriente menor
cuando la membrana es lentamente repolarizada.
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Figura 4.38 Datos experimentales de células WT y de la mutacion R56Q (tomada de Chen J et
al, 1999).

La mutacion es simulada incrementando la relacion de transicion O =»C1 por un
factor de 6.3 y la relacion de transicion C2 =»C3 por un factor de 10.5 (Clancy CE y
Rudy Y, 2001). Estas relaciones de desactivacion incrementadas resultan en un
cambio hacia la derecha en la dependencia de voltaje de la activacion y rectificacion
debido al fuerte acoplamiento entre los estados discretos.

En la figura 4.39 se ilustran los potenciales de accién simulados de una célula
epicardica WT (linea gruesa) y de la mutacion R56Q (linea delgada) del modelo de
adulto hembra a una BCL de 1000 ms, asi como las corrientes Ii/lhgrG
correspondientes y las probabilidades de estados de canal 1, O, C1, C2, y C3.

La APDy, del potencial de accion epicardico de la mutacion R56Q es de 120 ms.
En la figura se puede observar que mientras la corriente Iy, inicial durante la
despolarizacion del potencial de accion es comparable con la de la célula WT, la parte
final de la corriente Iy, es decrementada debido al aumento de la probabilidad de la
transicion O =»C1 . Esto se puede ver en la probabilidad del estado abierto O durante
el potencial de accion. La desactivacion ocurre de forma mas temprana, veanse las
probabilidades de estado del canal de C1, C2 y C3, resultando en una menor corriente
de repolarizacion en la parte final del potencial de accidon, que es cuando la Iy,
usualmente tiene un rol principal en la repolarizacion y determina la duracion del
potencial de accion. Por tanto, al tener una menor Iy, la APDy del potencial de accion
de esta mutacion se prolonga en comparacion a la APDgg de la célula WT.
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Figura 4.39 Potenciales de accién epicardico de célula WT (linea gruesa) y de la mutacién
R56Q (linea delgada), corrientes I,,/Iygrc Y probabilidades de estado del modelo de adulto

hembra a una BCL de 1000 ms en estado estacionario.

Los potenciales de accion de las células endocérdicas de la mutacion R56Q de los
modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente
hembra en condiciones de control y con 10, 30 y 100 nM de dofetilide y con una
frecuencia de estimulacion de 1 Hz se muestran en la figura 4.40.
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Figura 4.40 Potenciales de accion del modelo celular endocéardico de la mutacion R56Q en
condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia

de estimulacion de 1 Hz.

En las células endocardicas de la mutacion R56Q en el modelo de adulto macho se
presenta solo prolongacion de la APD en todas las concentraciones de dofetilide sin
producir EADs. La APDy, de la célula endocardica del adulto macho en control fue
de 129 ms y los porcentajes de prolongacion de la APD fueron 10.0%, 14.7% y 17.0%
con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide respectivamente. En tanto que en el
modelo de adulto hembra, la APDyy de la célula endocardica en control fue de 146
ms y los porcentajes de prolongacion de la APD fueron 37.0% con la concentracion
de 10 nM de dofetilide, mientras que con la aplicacion de 30 y 100 nM de dofetilide
se producen EAD simples.

En el caso de los modelos de preadolescentes, la APDgy de la célula endocardica
de la mutacion R56Q del preadolescente macho en control fue de 154 ms y los
porcentajes de prolongacion de la APD fueron 11.0%, 19.5% y 24.6% con la
aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide respectivamente. En tanto que en el
modelo de preadolescente hembra, la APDyy de la célula endocérdica en control fue
de 159 ms y los porcentajes de prolongacion de la APD fueron 8.2%, 12.6% y 15.7%
con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide.
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Se puede observar en la figura que en los modelos de adultos, el de adulto hembra
tiene una mayor prolongacion de APD en la concentracion de 10 nM de dofetilide, en
tanto que se producen EADs simples con las concentraciones de 30 y 100 nM,
mientras que el modelo de adulto macho solo produce prolongaciones de APD en
todas las concentraciones. Por el contrario, en los modelos de preadolescentes como
en las células endocardicas WT, aunque no aparecen EADs, el modelo de
preadolescente macho tiene una notoria mayor prolongacion de APD que el modelo
de preadolescente hembra.

En la figura 4.41 se ilustra la susceptibilidad a EADs de las células midmiocardicas
de la mutacion R56Q con los potenciales de accion de los 4 modelos de células
midmiocardicas en condiciones de control y con 10, 30 y 100 nM de dofetilide y con
una frecuencia de estimulacion de 1 Hz. En las células midmiocérdicas en el modelo
de adulto macho se presenta solo prolongacion de la APD en todas las
concentraciones de dofetilide sin producir EADs.
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Figura 4.41 Potenciales de accion del modelo celular midmiocardico de la mutacion R56Q en
condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia
de estimulacion de 1 Hz.

La APDyy de la célula midmiocardica del adulto macho en control fue de 138 ms
y los porcentajes de prolongacion de la APD fueron 13.7%, 23.9% y 34.0% con la
aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide respectivamente. En tanto que en el
modelo de adulto hembra, la APDyy de la célula midmiocardica en control produjo
EADs dramaticamente prolongadas sin repolarizacion.
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En la figura se puede observar la susceptibilidad a EADs de las células
midmiocardicas, ya que en el modelo de adulto macho existe prolongacién de la APD
en las concentracions de 10, 30 y 100 nM de dofetilide, mientras que en el modelo
de adulto hembra aparecen EADs drdmaticamente prolongadas sin repolarizacion en
las 3 concentraciones de dofetilide.

Con respecto a los dos modelos de preadolescentes, la APDgy de la célula
midmiocardica del preadolescente macho y preadolescente hembra produjeron EADs
drdmaticamente prolongadas sin repolarizacién y este resultado se repite con la
aplicacion de las 3 concentraciones de dofetilide.

El potencial de accion epicardico de la mutacion R56Q para adulto macho, adulto
hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra en condiciones de control y
con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de
estimulacion de 1 Hz se muestra en la figura 4.42.
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Figura 4.42 Potenciales de accion del modelo celular epicardico de la mutacién R56Q en
condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia

de estimulacion de 1 Hz.

En las células epicardicas de los 4 modelos se presentd solo prolongacion de la
APD en todas las concentraciones de dofetilide sin producir EADs. La APDyy de la
célula epicardica del adulto macho en control fue de 113 ms y los porcentajes de
prolongacion de la APD fueron 5.3%, 7.9% y 8.8% con la aplicaciéon de 10, 30 y 100
nM de dofetilide respectivamente. En tanto que en el modelo de adulto hembra, la
APDgy de la célula epicardica en control fue de 120 ms y los porcentajes de
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prolongacion de la APD fueron 4.1%, 6.6% y 7.5% con la aplicacion de 10, 30 y 100
nM de dofetilide.

En los modelos de preadolescentes, la APDgy de la célula epicardica del
preadolescente macho en control fue de 130 ms y los porcentajes de prolongacion de
la APD fueron 4.6%, 7.7% y 9.2% con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide.
En tanto que en el modelo de preadolescente hembra, la APDgy de la célula
epicardica en control fue de 131 ms y los porcentajes de prolongacion de la APD
fueron 4.6%, 6.1% y 7.6% con la aplicacién de 10, 30 y 100 nM de dofetilide. Con
esta mutacion R56Q se puede visualizar que la APD de todos los tipos de células es
mayor que las células WT, pero los porcentajes de la prolongacion de la APD son
menores que en las células WT.

En la figura 4.43 se muestra la relacion entre el aumento de la APDyy y los
diferentes tipos de células de la mutacion R56Q bajo los efectos del farmaco
dofetilide con concentraciones de 10, 30 y 100 nM con una BCL de 1000 ms para los
modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente
hembra.
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Figura 4.43 Relacion entre el aumento de la APDy, y los diferentes tipos de células de la

mutaciéon R56Q bajo los efectos del farmaco dofetilide con concentraciones de 10, 30 y 100 nM
con una BCL de 1000 ms.
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Se puede observar en la figura el incremento de la dispersion de repolarizacién con
la aplicacion de las diversas concentraciones del dofetilide en todos los modelos. Se
presenta un aumento de la APDyy en todos los tipos de células dependiente de la
concentracion del dofetilide y este aumento es mayor en las células midmiocardicas y
menor en las células epicardicas en cada uno de los cuatro modelos.

En el modelo de adulto macho se tuvo un aumento de la APDy, en todos los tipos
de células, teniendo como resultado la prolongacion del potencial de accion en todos
los casos. Mientras que en el modelo de adulto hembra, se presentd la prolongacion
del potencial de accion en la célula epicardica con todas las concentraciones de
dofetilide y con la aplicacion de 10 nM de dofetilide en la célula endocérdica; se
produjeron EADs con 30 y 100 nM en la célula endocardica. En tanto, se
presentaron EADs dramaticamente prolongadas sin repolarizacion en la célula
midmiocardica en todas las concentraciones de dofetilide. Para los modelos de
preadolescentes, en ambos casos se produjo prolongacion del potencial de accidon en
todos los tipos de células, excepto en la célula midmiocardica que produjo EADs
dramaticamente prolongadas sin repolarizacion con todas las concentraciones de
dofetilide.

La mutacion R56Q presenta mayores prolongaciones de APD al aplicarse el
farmaco dofetilide, asi como mayor susceptibilidad a EADs y mayores incrementos en
la dispersion de repolarizacion en todos los modelos con respecto a células WT.

4.5.3 Efectos sobre células de la mutacion AS61V.

La mutacion A561V interactia con las subunidades de células WT y esta
interaccion causa una reduccion en la cantidad total de canales hERG disponibles,
produciendo una corriente de hERG reducida (Kagan A et al, 2000). La mutacién
sustitutiva AS61V en el dominio del segmento transmembrana S5 de los canales de
potasio de hERG acelera la activacion y la inactivacion del canal. Ejemplos de
registros de fijacion de voltaje por parche (patch clamp) de células transfectadas de la
mutacion A561V se muestran en la figura 4.44 (tomada de Kagan A et al, 2000), en
donde se puede observar como las células de la mutacion A561V tienen una menor
amplitud de corriente que las células WT (inciso a). También se muestra esta
reduccioén de corriente en el inciso b de la figura, en donde las curvas de voltaje-
corriente y la dependencia de voltaje de la activacion presentan una reduccion
graduada de la corriente en todos los voltajes, cuando la fraccion de células de la
mutacién A561V interactuando con células WT se incrementa.

La mutacion fue simulada modificando el término de la relacion de transicion entre
Cl1 2 OyCl=1de (v-36) a (v-16) y reduciendo la conductancia méxima Gk, en un
porcentaje de 83% (Itoh H et al, 2009). Estas relaciones de activacién e inactivacion
incrementadas resultan en un cambio hacia la izquierda en la dependencia de voltaje
de la activacion y rectificacion.
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Fic. 1. Voltage clamp recordings of CHO cells expressing wild-type and A561V HERG. a, representative whole cell current tracings of
CHO cells co-transfected with wild-type and A561V HERG in different molar ratios as indicated. b, I-V and voltage-dependent activation curves
of HERG (@) and HERG plus A561V (C) in a 1:1 molar ratio. I-V curves plotted from current measured at the end of a 3-s depolarizing pulse,
activation curves plotted from current measured during repolarizing steps after depolarizing pulses at various voltages. ¢, normalized voltage-
activation curves showing a hyperpolarizing shift in voltage-dependent activation. d, maximal current density measured during repolarizing steps
to either —40 or —120 mV in cells transfected with varying ratics of wild-type and A5617 HERG ¢DNA. Solid line describes the binomial function
of a completely dominant mutant in a tetrameric assembly.

Figura 4.44 Registros de fijacion de voltaje por parche (patch clamp) de célula transfectadas de
la mutacion A561V y WT (tomada de Kagan A et al, 2000).

En la figura 4.45 se presentan los potenciales de accion simulados de una célula
epicardica WT (linea gruesa) y de la mutaciéon A561V (linea delgada), del modelo de
adulto hembra a una BCL de 1000 ms, asi como las corrientes Ii/lhgrg
correspondientes y las probabilidades de estados de canal 1, O, C1, C2, y C3.

La APDy, del potencial de accion epicardico de la mutacion AS61V es de 127 ms. La
reduccion de Gk, mds que alterar la cinética del canal, es el principal factor en la
elongacion del APD, aunque las alteraciones en las cinéticas de activacion e
inactivacion tienen su efecto en el potencial de accidon, como se puede observar en las
probabilidades de estado O e I. Es de notar que en la probabilidad de estado O, la
mutaciéon A561V presenta un mayor valor que las células WT en todo el transcurso
del tiempo, esto indica que en esta mutacion, el cambio en la cinética del canal tiene
mucho menor importancia que la reduccion de Gk, como se indicé anteriormente. El
desplazamiento a la izquierda de la curva de activacion resulta en aperturas del canal
mas tempranas a menores potenciales de despolarizacion de la membrana. Estos
canales en estado abierto estan disponibles para inactivarse mas pronto, como se
puede ver en las probabilidades del estado I. Adicionalmente a esta accion, habra mas
canales inactivados debido a la aceleracion de la relacion de inactivacion entre Cl1 e 1.
En esta mutacion, la reduccion de Gk, es el factor principal en tener una Ik,
decrementada, haciendo que la APDgy del potencial de accion sea mayor en
comparacion a la APDgg de la célula WT y de la mutacion R56Q.

138



Capitulo IV

Resultados

-20
&
)
ASEIVIWT
-60
WT
-80
-100
0 20 40 60 80 100 120 140 160 130 200
Tiempo (ms)
0,6 1,0
0,5
0,8
0.4
[ 0,6
EE 0,3
@
O 04 WT
S 02
= WT AS6IVIWT
0,1 0,2
ASEIVIWT
0,0 0,0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
1,0 1,0 1
0,8 0,3
0,6 0.6
O 04 3 04 4
ASEIVIWT
0,2 02
WT
0,0 0.0 4 AS6IVIWT
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 130 200
1,0 1
1,0
0,3
0,3
0,6 4
0,6
S04
- 04
AS6IVIWT T
0,2
L2 WT
00 ASGIVIWT
0,0
T T — T T 0 20 40 60 30 100 120 140 160 130 200
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Figura 4.45 Potenciales de accion epicardico de célula WT (linea gruesa) y de la mutacion
A561V (linea delgada), corrientes Iy /I grc Y probabilidades de estado del modelo de adulto
hembra a una BCL de 1000 ms en estado estacionario.

Los potenciales de accion de las células endocardicas de la mutacion A561V de los
modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente
hembra en condiciones de control y con 10, 30 y 100 nM de dofetilide y con una
frecuencia de estimulacion de 1 Hz se muestran en la figura 4.46.
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Figura 4.46 Potenciales de accion del modelo celular endocardico de la mutacion A561V en
condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia
de estimulacion de 1 Hz.

En las células endocardicas de la mutacion A561V en el modelo de adulto macho
se presenta solo prolongacién de la APD en todas las concentraciones de dofetilide sin
producir EADs. La APDy, de la célula endocardica del adulto macho en control fue
de 146 ms y los porcentajes de prolongacion de la APD fueron 3.4%, 4.8% y 5.4%
con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide respectivamente. En tanto que en el
modelo de adulto hembra, la APDyy de la célula endocardica en control fue de 171
ms 'y con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide se producen EAD simples.

En el caso de los modelos de preadolescentes, la APDgy de la célula endocardica
de la mutacion A561V del preadolescente macho en control fue de 170 ms y los
porcentajes de prolongacion de la APD fueron 4.7%, 7.0% y 8.8% con la aplicacion
de 10, 30 y 100 nM de dofetilide respectivamente. En tanto que en el modelo de
preadolescente hembra, la APDy, de la célula endcérdica en control fue de 178 ms y
los porcentajes de prolongacion de la APD fueron 2.8%, 4.5% y 5.6% con la
aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide.

En la figura anterior se puede observar que en los modelos de adultos, el de adulto
hembra tiene una mayor APD en la célula de control que el adulto macho, en tanto
que se producen EADs simples con las concentraciéon de 10, 30 y 100 nM de
dofetilide, mientras que el modelo de adulto macho solo produce prolongaciones de
APD en todas las concentraciones. Por el contrario, en los modelos de preadolescentes
como en las células endocardicas WT y de la mutacion R56Q, el preadolescente
macho tiene una ligera menor APD que la preadolescente hembra en la célula de
control y aunque no aparecen EADs, el modelo de preadolescente macho tiene una

140



Capitulo IV Resultados

notoria mayor prolongacion de APD que el modelo de preadolescente hembra con la
aplicacion del dofetilide.

En la figura 4.47 se ilustran las células midmiocardicas de la mutacion A561V con
los potenciales de acciéon de los 4 modelos en condiciones de control y con 10, 30 y
100 nM de dofetilide y con una frecuencia de estimulacion de 1 Hz.
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Figura 4.47 Potenciales de accion del modelo celular midmiocardico de la mutaciéon A561V en
condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia
de estimulacion de 1 Hz.

La APDyy de la célula midmiocardica del adulto macho en control fue de 166 ms
y el porcentaje de prolongacion de la APD fue de 10.8% con la aplicacion de 10 nM
de dofetilide y se produjeron EADs, una simple con 30 nM y una doble con 100nM.
En tanto que en el modelo de adulto hembra, las APDgy de las células
midmiocardicas en control y con la aplicacion de las 3 concentraciones de dofetilide
produjeron EADs dramaticamente prolongadas sin repolarizacion.

Con respecto a los dos modelos de preadolescentes, tanto la APDgy de la célula
midmiocardica del preadolescente macho como de la preadolescente hembra
produjeron EADs dramaticamente prolongadas sin repolarizacion en la condicion de
control y este resultado se repite con la aplicacion de las 3 concentraciones de
dofetilide.

El potencial de accion epicardico de la mutacion A561V para adulto macho, adulto
hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra en condiciones de control y
con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de
estimulacion de 1 Hz se muestra en la figura 4.48.
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Figura 4.48 Los potenciales de accions del modelo celular epicardico de la mutacion AS561V en
condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia

de estimulacion de 1 Hz.

En las células epicardicas de los 4 modelos se presentd solo prolongacion de la
APD en todas las concentraciones de dofetilide sin producir EADs. La APDyy de la
célula epicardica del adulto macho en control fue de 119 ms y los porcentajes de
prolongacion de la APD fueron 3.3%, 4.2% y 4.2% con la aplicacién de 10, 30 y 100
nM de dofetilide respectivamente. En tanto que en el modelo de adulto hembra, la
APDgy de la célula epicardica en control fue de 127 ms y los porcentajes de
prolongacion de la APD fueron 1.6%, 2.3% y 2.3% con la aplicaciéon de 10, 30 y 100
nM de dofetilide.

En los modelos de preadolescentes, la APDgy de la célula epicardica del
preadolescente macho en control fue de 138 ms y los porcentajes de prolongacion de
la APD fueron 2.1%, 2.9% y 3.6% con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide.
En tanto que en el modelo de preadolescente hembra, la APDgy de la célula
epicardica en control fue de 139 ms y los porcentajes de prolongacion de la APD
fueron 0.7%, 1.4% y 2.1% con la aplicaciéon de 10, 30 y 100 nM de dofetilide.

Con los resultados obtenidos en la mutacion A561V se puede indicar que la APD
de todos los tipos de células son mayores que en las células WT y de la mutacion
R56Q, pero los porcentajes de la prolongacion de la APD son menores que en las
células WT y en la mutacion R56Q.
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En la figura 4.49 se muestra la relacion entre el aumento de la APDyy y los
diferentes tipos de células de la mutacion A561V bajo los efectos del farmaco
dofetilide con concentraciones de 10, 30 y 100 nM con una BCL de 1000 ms para los
modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente

hembra.
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Figura 4.49 Relacion entre el aumento de la APDy, y los diferentes tipos de células de la
mutaciéon AS61V bajo los efectos del farmaco dofetilide con concentraciones de 10, 30 y 100 nM

con una BCL de 1000 ms.

Se puede observar en la figura el incremento de la dispersion de repolarizacién con
la aplicacion de las diversas concentraciones del dofetilide en todos los modelos. Se
presenta un aumento de la APDyy en todos los tipos de células dependiente de la
concentracion del dofetilide y este aumento es mayor en las células midmiocardicas y
menor en las células epicardicas en cada uno de los cuatro modelos.

En el modelo de adulto macho se tuvo un aumento de la APDy, en todos los tipos
de células, teniendo como resultado la prolongacion del potencial de accion en todos
los casos, excepto en las células midmiocéardicas que produjeron EADs con las
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concentraciones de 30 y 100 nM. Mientras que en el modelo de adulto hembra, se
present6 la prolongacion del potencial de accion en la célula epicardica con todas las
concentraciones de dofetilide; se produjeron EADs con 10, 30 y 100 nM en la célula
endocardica. En tanto, se presentaron EADs dramaticamente prolongadas sin
repolarizacion en la célula midmiocérdica en todas las concentraciones de dofetilide.
Para los modelos de preadolescentes, en ambos casos se produjo prolongacion del PA
en todos los tipos de células, excepto en la célula midmiocardica que produjo EADs

dramaticamente prolongadas sin repolarizacion con todas las concentraciones de
dofetilide.

En esta mutacion se puede ver que aunque se tienen menores porcentajes de
prolongacion de la APD que en las células WT o de la mutacion R56Q, las
dispersiones de repolarizacion son mayores.

4.5.4 Efectos sobre células de la mutacion G604S.

La mutacion G604S  exhibe una supresion dominante negativa de corriente,
resultando en una disminucién de la densidad de corriente y unas propiedades
alteradas de la cinética del canal hERG, asi como una interferencia en el trafico de la
proteina de hERG (Huo J et al, 2008).

En la figura 4.50 (tomada de Huo J et al, 2008) se muestran la dependencia de
voltaje de las curvas de activacion (4.50-1) y de inactivacion (4.50-2) de células WT y
de la mutacion G604S. En la figura se puede observar como estas células, tanto de
WT como de la mutacion G604S, presentan formas de onda similares, pero las
expresadas en las células de la mutacion G604S muestran una menor amplitud de
corriente comparadas a las expresadas en células WT. La mutacion sustitutiva G604
en el dominio entre el segmento transmembrana S5 y el poro de los canales de
potasio de hERG acelera la inactivacion y la recuperacion de la inactivacion del canal.

La mutacion fue simulada modificando el término de la relacion de transicion entre
I & O de (vt25) a (vt35) y reduciendo la conductancia maxima Gk, en un
porcentaje de 70.4% (Itoh H et al, 2009). Estas relaciones incrementadas de
inactivacion y recuperacion de la inactivacion resultan en un cambio hacia la
izquierda en la dependencia de voltaje de la inactivacion y recuperacion de la
inactivacion.
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Figura 4.50 La dependencia de voltaje de las curvas de activacion (4.50-1) y de inactivacion
(4.50-2) de células WT y de la mutacion G604S (tomada de Huo J et al, 2008) .

En la figura 4.51 se presentan los potenciales de accion simulados de una célula
epicardica WT (linea gruesa) y de la mutacion G604S (linea delgada) del modelo de

adulto hembra a una BCL de 1000 ms, asi como

las corrientes Ii/Ingrg

correspondientes y las probabilidades de estados de canal 1, O, C1, C2, y C3.
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Figura 4.51 Potenciales de accion simulados de una célula epicardica WT (linea gruesa) y de la
mutacién G604S (linea delgada) del modelo de adulto hembra a una BCL de 1000 ms, asi como
las corrientes Iy,/I grc correspondientes y las probabilidades de estados de canal I, O, C1, C2,y
C3.

La APDy del potencial de accion epicardico de la mutacion G604S es de 126 ms.
De forma similar a la mutaciéon A561V, la reduccion de Gk, més que alterar la cinética
del canal, es el principal factor en la elongacion del APD, aunque las alteraciones en
las cinéticas de inactivacion y recuperacion de la inactivacion tienen su efecto en el
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potencial de accidon, como se puede observar en las probabilidades de estado O e 1. El
desplazamiento a la izquierda de la curva de inactivacién y de la recuperacion de la
inactivacion acelera la transicion entre los estados abierto e inactivo, como se puede
ver en las probabilidades del estado I. En esta mutacion, la reduccion de Gk, es el
factor principal en tener una I, decrementada, haciendo que la APDy, del potencial
de accion sea mayor en comparacion a la APDgy de la célula WT y de la mutacion
R56Q, pero menor al de la mutacion AS61V.

Los potenciales de accion de las células endocardicas de la mutacion G604S de los
modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente
hembra en condiciones de control y con 10, 30 y 100 nM de dofetilide y con una
frecuencia de estimulacion de 1 Hz se muestran en la figura 4.52.
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Figura 4.52 Potenciales de accién del modelo celular endocardico de la mutacién G604S en
condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia

de estimulacion de 1 Hz.

En las células endocardicas de la mutacion G604S en el modelo de adulto macho
se presenta solo prolongacién de la APD en todas las concentraciones de dofetilide sin
producir EADs. La APDy, de la célula endocardica del adulto macho en control fue
de 143 ms y los porcentajes de prolongacion de la APD fueron 4.2%, 6.3% y 7.7%
con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide respectivamente. En tanto que en el
modelo de adulto hembra, la APDyy de la célula endocardica en control fue de 171
ms y con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide se producen EAD simples.
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Comparando con los potenciales de accion de la mutacion AS61V, la APDgyy de la
mutacion G604S del adulto macho es ligeramente menor que la de la mutacion
A561V, pero los porcentajes de la prolongacion de la APD son mayores.

En el caso de los modelos de preadolescentes, la APDgy de la célula endocardica
de la mutacion G604S del preadolescente macho en control fue de 172 ms y los
porcentajes de prolongacion de la APD fueron 8.1%, 15.1% con la aplicacion de 10 y
30 nM de dofetilide respectivamente, mientras que con 100 nM se produjé una EAD
simple. En tanto que en el modelo de preadolescente hembra, la APDy, de la célula
endocardica en control fue de 173 ms y los porcentajes de prolongacion de la APD
fueron 5.2%, 7.5% y 9.2% con la aplicacién de 10, 30 y 100 nM de dofetilide. Con
respecto a la mutacion A561V, se puede sefialar que en el caso del preadolescente
macho la APDy, y los porcentajes de prolongacion de la APD de la mutacion G604S
son mayores que los de la mutacion A561V, pero en el caso del modelo de la
preadolescente hembra, los porcentajes de prolongacion de la APD son mayores que
los de la mutacion A561V, pero la APDyy no.

En la figura 4.53 se ilustran las células midmiocérdicas de la mutacion G604S con
los potenciales de accion de los 4 modelos en condiciones de control y con 10, 30 y
100 nM de dofetilide y con una frecuencia de estimulacion de 1 Hz.
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Figura 4.53 Potenciales de accion del modelo celular midmiocardico de la mutacion G604S en
condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia
de estimulacién de 1 Hz.
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La APDyy de la célula midmiocardica del adulto macho en control fue de 159 ms
y los porcentajes de prolongacion de la APD fue de 10.7% y 23.2% con la
aplicacion de 10 y 30 nM de dofetilide y se produjé6 una EAD doble con 100nM. En
tanto que en el modelo de adulto hembra, las APDg, de las células midmiocardicas
en control y con la aplicacion de las 3 concentraciones de dofetilide produjeron EADs

dramaticamente prolongadas sin repolarizacion.

Con respecto a los dos modelos de preadolescentes, tanto la APDgy de la célula
midmiocardica del preadolescente macho como de la preadolescente hembra
produjeron EADs dramaticamente prolongadas sin repolarizacion en la condicion de
control y este resultado se repite con la aplicacion de las 3 concentraciones de

dofetilide.
El potencial de accion epicardico de la mutacion G604S para adulto macho, adulto

hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra en condiciones de control y
con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia de

estimulacion de 1 Hz se muestra en la figura 4.54.
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Figura 4.54 Potenciales de acciéon del modelo celular epicardico de la mutacion G604S en
condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con una frecuencia

de estimulacion de 1 Hz.

En las células epicardicas de los 4 modelos se presentd solo prolongacion de la
APD en todas las concentraciones de dofetilide sin producir EADs. La APDyy de la
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célula epicardica del adulto macho en control fue de 120 ms y los porcentajes de
prolongacion de la APD fueron 1.6%, 2.5% y 3.3% con la aplicaciéon de 10, 30 y 100
nM de dofetilide respectivamente. En tanto que en el modelo de adulto hembra, la
APDgy de la célula epicardica en control fue de 126 ms y los porcentajes de
prolongacion de la APD fueron 1.6%, 2.4% y 3.2% con la aplicaciéon de 10, 30 y 100
nM de dofetilide.

En los modelos de preadolescentes, la APDgy de la célula epicardica del
preadolescente macho en control fue de 137 ms y los porcentajes de prolongacion de
la APD fueron 2.9%, 4.4% y 5.1% con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide.
En tanto que en el modelo de preadolescente hembra, la APDg, de la célula
epicardica en control fue de 138 ms y los porcentajes de prolongacion de la APD
fueron 2.2%, 2.9% y 3.6% con la aplicacion de 10, 30 y 100 nM de dofetilide.

En comparacién a la mutacion A561V, aunque las APDyg fueron similares en las
células epicardicas de los 4 modelos, en los adultos machos de la mutacion A561V
fueron mayores los porcentajes de prolongacion de la APD que los de la mutacion
G604S; en tanto que en los adultos hembras, los porcentajes de prolongacion de la
APD son iguales para 10 y 30 nm de dofetilide, pero para 100 nM el porcentaje de
prolongacion es mayor en la mutacion G604S.

En la figura 4.55 se presenta la relacion entre el aumento de la APDgy y los
diferentes tipos de células de la mutacion G604S bajo los efectos del farmaco
dofetilide con concentraciones de 10, 30 y 100 nM con una BCL de 1000 ms para los
modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente
hembra. Como en los casos anteriores de mutaciones y de las células WT, se puede
observar en la figura el incremento de la dispersion de repolarizacion con la
aplicacion de las diversas concentraciones del dofetilide en todos los modelos. Se
presenta un aumento de la APDyy en todos los tipos de células dependiente de la
concentracion del dofetilide y este aumento es mayor en las células midmiocardicas y
menor en las células epicardicas en cada uno de los cuatro modelos.

En el modelo de adulto macho se tuvo un aumento de la APDy en todos los tipos de
células, teniendo como resultado la prolongacion del potencial de accion en todos los
casos, excepto en las células midmiocardicas que produjé EAD con la concentracion
de 100 nM. Mientras que en el modelo de adulto hembra, se presentd la prolongacion
del potencial de accion en la célula epicardica con todas las concentraciones de
dofetilide; se produjeron EADs con 10, 30 y 100 nM en la célula endocérdica. En
tanto, se presentaron EADs dramaticamente prolongadas sin repolarizacion en la
célula midmiocérdica en todas las concentraciones de dofetilide.
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Figura 4.55 Relacion entre el aumento de la APDy, y los diferentes tipos de células de la
mutaciéon G604S bajo los efectos del farmaco dofetilide con concentraciones de 10, 30 y 100 nM

con una BCL de 1000 ms.

Para los modelos de preadolescentes, en el caso del modelo del preadolescente macho
se produjé una EAD en la célula endocardica con la aplicacion de 100 nM  mientras
que en ambos modelos se producian prolongacién del potencial de accion en todos los
demas tipos de células, excepto en la célula midmiocardica que produjo EADs
dramaticamente prolongadas sin repolarizacion con todas las concentraciones de
dofetilide.

Comparando los resultados de los modelos desarrollados de las 3 mutaciones en
el canal hERG (R56Q, A561V, G604S) y los efectos de la aplicacion del dofetilide.
En la figura 4.56 se muestran los potenciales de accion del modelo celular
endocardico de las células WT y las mutaciones R56Q, AS561V y G604S en
condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y 100 nM de dofetilide con
una frecuencia de estimulacion de 1 Hz.
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Figura 4.56  Potenciales de accién del modelo celular endocardico de las células WT y las
mutaciones R56Q, AS561V y G604S en condiciones de control y con concentraciones de 10, 30 y
100 nM de dofetilide con una frecuencia de estimulaciéon de 1 Hz.

La mutacion R56Q se localiza en el dominio Per-Arnt-Sim (PAS) en la region
terminal N del canal hERG, mientras que las otras dos mutaciones (A561V y G604S)
se encuentran en la region del poro del canal que incluye la cadena de residuos de
aminodcidos del 550 al 650.

Por los efectos electrofisioldgicos presentados en las tres mutaciones con respecto
a prolongacion de la APD y aparicion de EADs se concluye que las células de las
mutaciones R56Q, A561V y G604S tienen una condicion proarritmica con respecto a
las células WT y al aplicar el dofetilide estos efectos aumentan. Con estos resultados
se puede indicar que la mutacidon que presenta un mayor riesgo de desarrollar eventos
cardiacos mas peligrosos para la salud seria G604S > A561V > R56Q > WT en ese
orden y que las dos primeras mutaciones (G604S y A561V), que se encuentran en el
poro del canal, presentan mayor riesgo que la mutacion R56Q, que se localiza fuera
del poro del canal.
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CAPITULO V.- DISCUSION

En esta tesis se han formulado nuevos modelos computacionales que permiten
simular las diferencias relacionadas al sexo y la edad en mamiferos, asi como modelos
del farmaco dofetilide, que permiten evaluar las diferencias relacionadas de sexo y
edad en condiciones normales y en condiciones de sindrome de QT largo inducido por
farmacos.

Se desarrollaron los modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente
macho y preadolescente hembra que incluyen las caracteristicas electrofisioldgicas de
células epicardicas, midmiocardicas y endocardicas haciendo posible la simulacion de
la heterogeneidad transmural del ventriculo.

Se han modelizado los efectos del farmaco antiarritmico dofetilide en células tipo
silvestre del gen hERG, utilizando la formulacion de Markov.

Los modelos computacionales desarrollados del dofetilide se incorporaron a la
componente rapida de la corriente de rectificacion tardia (Ix,) y a la corriente del gen
hERG (Inerc), ya que el dofetilide es un antiarritmico con efecto de clase III puro, y se
evalud la accion del farmaco con diferentes concentraciones en células epicardicas,
midmiocardicas y endocardicas en los modelos de adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra.

Se desarrollaron los modelos computacionales de tres mutaciones del gen hERG:
R56Q, A561V y G604S, las cuales son mutaciones caracteristicas del sindrome QT
largo del tipo 2. Estos modelos se incluyeron en los modelos de adulto macho, adulto
hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra para evaluar su
comportamiento en condiciones normales.

La formulacion computacional desarrollada del dofetilide para el gen hERG se
incluy6 en los modelos de estas 3 mutaciones y se obtuvieron resultados con
diferentes concentraciones del fArmaco para evaluar la accion del mismo.

Se ha desarrollado el modelo de una fibra heterogénea unidimensional de tejido
ventricular compuesta de 400 células (150 células de tejido endocardico, 150 células
de tejido midmiocardico y 100 células de tejido epicardico) para adulto macho, adulto
hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra y se han modelizado y
simulado sus respectivos pseudo-ECGs, asi como se ha incluido el modelo del
dofetilide a diferentes concentraciones para evaluar las diferencias de sexo y edad en
condiciones normales y en condiciones de sindrome de QT largo inducido por
farmacos.

5.1 Modelos computacionales para evaluar las diferencias en sexo y edad

Se desarrollaron los modelos computacionales de adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra tomando como base el modelo de
Faber-Rudy 2000 (Faber GM y Rudy Y, 2000) para potenciales de accion
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ventriculares de cobaya, aunque modificando diversas corrientes i6nicas del modelo
basadas en datos experimentales de diferentes especies de mamiferos (raton, cobaya,
conejo, perro y humano).

Para obtener las diferencias relacionadas a la edad y sexo se modificaron las
densidades de corriente y parametros dependientes de voltaje de I, basados en los
datos experimentales de conejo de Sims C et al (Sims C et al, 2008). Debido a que el
modelo de cobaya no incluye la corriente transitoria de salida de potasio (I,), al
modelo se le incorpord la I, basada en el formulismo de Dumaine R et al. (Dumaine
R et al,1999). La componente rapida de la corriente rectificadora tardia de potasio
(k) en hembras es 0.83 veces de la de los machos (Liu XK et al, 1998; especie:
conejo). La componente lenta de la corriente rectificadora tardia de potasio (Ix,) tiene
un gradiente transmural en células epicardicas, midmiocardicas y endocardicas (Liu
DW y Anzelevitch Ch, 1995; especie: perro; Viswanathan PC et al, 1999) y presenta
una disminucién de la conductancia maxima Ggs en preadolescentes de 0.8 veces que
el de adultos en tejido endocardico (Obreztchikova MN et al, 2003; especie: perro).
La corriente transitoria de salida de potasio (/,,) tiene un gradiente transmural en
células epicardicas, midmiocardicas y endocardicas (Li GR et al, 1998; especie:
humano; Clayton RH y Holden AV, 2004) y presenta una disminucién de la
conductancia maxima Gy, en hembras de 0.75 veces que la de machos (Wu Y et al,
2002; especie: raton). Lo anterior debido a que a la fecha no se cuenta con un
conjunto de datos experimentales de las corrientes i6nicas de una sola especie para
llevar a cabo las modificaciones pertinentes para obtener los modelos que presenten
las diferencias relacionadas al sexo y edad.

Estudios con animales han demostrado la importancia de las diferencias
relacionadas al sexo y la edad en las densidades de corriente en la membrana celular y
en las distinciones de estas diferencias en la electrofisilogia cardiaca (Pham TV y
Rosen MR, 2002; Sims C et al, 2008). Ademas, los modelos computacionales basados
en datos experimentales de animales han sido extensivamente utilizados en diversos
estudios durante los ultimos afios, para entender los mecanismos de arritmias
cardiacas, incluyendo mutaciones de los canales ionicos y el bloqueo de corrientes por
farmacos (Clancy CE y Rudy Y, 1999; Clancy CE y Rudy Y, 2001; Nakajima T et al,
2007; Itoh H et al, 2009).

También se desarrolld el modelo de una fibra heterogénea unidimensional de
tejido ventricular compuesta de 400 células (150 células de tejido endocérdico, 150
célula de tejido midmiocardico y 100 células de tejido epicardico) para adulto macho,
adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra y se han modelizado y
simulado sus respectivos pseudo-ECGs, asi como se ha incluido el modelo del
dofetilide a diferentes concentraciones para evaluar las diferencias de sexo y edad en
condiciones normales y en condiciones de sindrome de QT largo inducido por
farmacos.

Las simulaciones de pseudo-ECG se han utilizado para estimar la propagacion de
los potenciales de accion en fibras celulares, desde el endocardio al epicardio,
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calculando un potencial extracelular, a través de un electrodo virtual, a una distancia
determinada de la superficie epicardica (Gima K y Rudy Y, 2002; Clayton RH y
Holden AV, 2004).

Las diferencias relacionadas entre sexos y edad en cuanto a la incidencia de varios
tipos de arritmias cardiacas son una realidad bien documentada, si bien las causas
subyacentes a estas diferencias siguen siendo en muchos casos desconocidas. Se ha
propuesto que estas diferencias entre sexos y edad se deben a 2 mecanismos: 1) los
efectos hormonales sobre la expresion o funcion de los canales idnicos que incluyen
la presencia de receptores celulares de estrogeno, modulacion de los canales de Ca®"
tipo L y la modulacién de los canales de K' y 2) las diferencias en el tono
autondémico, o bien una combinacidén de ambos mecanismos. Este efecto combinado
se traduciria en una mayor actividad simpatica y una respuesta barorrefleja menor en
los machos de cualquier edad, asi como en una actividad parasimpatica o vagal mas
pronunciada en las hembras (Villareal RP et al, 2001; Bernal O y Moro C, 2006).

5.1.1. Diferencias relacionadas al sexo y edad en especies animales y humanos

La mayor parte de los datos experimentales en relacion con las diferencias
electrofisiologicas entre sexos y edad se basan en estudios con modelos de animales
de experimentacion. Estos modelos han permitido profundizar en el conocimiento de
la repolarizacion ventricular y la arritmogénesis, por tanto, en los proximos apartados
la discusion se llevara a cabo tomando en cuenta estas especies.

Conejo

La especie de conejo ha sido de gran valor en la investigacion de diferencias de
género en electrofisiologia cardiaca ( Pham TV y Rosen MR, 2002). Los corazones
de conejo muestran diferencias de sexo en la dependencia de frecuencia cardiaca e
intervalo QT similar a los humanos. En corazones de conejo perfundidos con la
técnica Langendorff se ha observado que las hembras muestran un mayor aumento en
la dependencia de la longitud de ciclo basico con el intervalo QT que aquellos de
machos, de modo que el intervalo QT sea considerablemente mds largo en corazones
femeninos que en los de machos en longitudes de ciclo basico (Liu XK et al., 1998,
2003).

Los conejos también muestran cambios en la repolarizacion ventricular durante su
desarrollo similar a los humanos. El intervalo JT corregido en el ECG de conejos
anestesiados no muestra diferencia significativa entre jovenes machos y hembras,
pero la madurez sexual ha sido asociada con los cambios durante el desarrollo, tal que
los adultos machos exhiben un menor intervalo JC corregido que los adultos hembras
o los jovenes tanto machos como hembras (Valverde ER et al, 2003).

Por el contrario, existen también reportes, en cuyos resultados no hay diferencias
relacionadas al sexo en conejos machos y hembras con respecto al intervalo QT
(Johansson M y Carlsson L, 2001) y otra investigacion, en donde el intervalo QT
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observado fue atin mds corto en hembras que en machos (Spear JF y Moore EN,
2000).

La gonadectomia y los estudios de reemplazo hormonales en el conejo han
proporcionado pruebas del papel predominante de los andréogenos en Ia
modulacion de la repolarizacion ventricular 'y la susceptibilidad a arritmias
inducidas por farmacos. La castracion de conejos machos ha causado una dependencia
de la longitud de ciclo béasica con el intervalo QT similar a aquella de hembras
normales (Liu XK et al., 2003b). El tratamiento de los machos castrados con el
androgeno, dihydrotestosterone (DHT), restauré la relacion de la longitud de ciclo
basica con el intervalo QT de modo que fuera similar a aquella de machos normales
(Liu XK et al., 2003b). La administracion de DHT a los machos castrados también
redujo la prolongacion QT producida por 1 mM de quinidine (Liu XK et al., 2003).

Estas diferencias relacionadas con el sexo en la repolarizacion ventricular han sido
asociadas con diferencias en la densidad de corrientes de K’ en miocitos
ventriculares aislados (Liu XK et al., 1998, 2003). La densidad de la corriente del
rectificador tardio (predominantemente Igx,) y la corriente Ix; fueron mayores en
miocitos de corazones machos que de corazones femeninos (Liu XK et al., 1998).
Ademas, en machos castrados, el tratamiento con DHT incremento la densidad tanto
de Ixr como de Ix; (Liu XK et al., 2003). Tomando en cuenta estos resultados, se
infiere que la testosterona desempefia un papel fundamental en las diferencias
relacionadas con el sexo en la repolarizacion ventricular a través de la modulacion de
las densidades de corrientes de potasio. También en publicaciones previas se habia
planteado que hormonas sexuales pudieran influir en la expresion de canales
cardiacos de potasio contribuyendo a la repolarizacion ventricular de conejos (Drici
MD et al., 1996).

Tomando en cuenta lo anterior, a los modelos utilizados en esta tesis se les
incorpord la componente rapida de la corriente rectificadora tardia de potasio (/x,)
que en hembras es 0.83 veces de la de los machos (Liu XK et al, 1998; especie:
conejo). La componente lenta de la corriente rectificadora tardia de potasio (/k;) que
tiene un gradiente transmural en células epicardicas, midmiocardicas y endocardicas
(Liu DW y Anzelevitch Ch, 1995; especie: perro; Viswanathan PC et al, 1999) y
presenta una disminucion de la conductancia maxima Ggs en preadolescentes de 0.8
veces que el de adultos en tejido endocardico (Obreztchikova MN et al, 2003;
especie: perro). La corriente transitoria de salida de potasio (/,,) que tiene un gradiente
transmural en células epicardicas, midmiocardicas y endocéardicas (Li GR et al, 1998;
especie: humano; Clayton RH y Holden AV, 2004) y presenta una disminucion de la
conductancia maxima Gy, en hembras de 0.75 veces que la de machos (Wu Y et al,
2002; especie: raton).

Con respecto a las diferencias regionales de Icar, el grupo de Sims C analizé
miocitos ventriculares epicardicos aislados desde el 4pice hasta la base en corazones
de conejos adultos y preadolescentes (Sims C et al, 2008). En conejos
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preadolescentes, el pico de Icar, en la base fue 22% mayor en machos que en hembras
y mayor que en el apice en el mismo porcentaje. Las diferencias en el sexo fueron
opuestas en conejos adultos, la Ic,r, en la base fue mayor un 32% en hembras que en
machos y 28% mayor con respecto al &pice. Diferencias apico-basales en I¢,., no
fueron significativas en corazones de adulto macho y preadolescente hembra. Asi
mismo, Pham TV et al, reportaron una dispersion transmural de I¢,,, mayor en el
endocardio que en el epicardio, en la base de corazones de adultos hembras, mientras
que en corazones de adultos machos esta diferencia no se presentdé (Pham TV et al,
2002). Tampoco hubo diferencia transmural de Ic,, en corazones de hembras
ovarioectomizadas. La administracién de estradiol-17 o DHT restaur6 las diferencias
transmurales en Ic,, en preparaciones de hembras ovarioectomizadas, pero no en
machos castrados (Pham TV et al, 2002), demostrando las diferencias de sexo en
respuesta a esteroides gonadales. Basados en lo anterior, se modificaron las
densidades de corriente y parametros dependientes de voltaje de I, (Sims C et al,
2008) en los modelos desarrollados en esta tesis, para obtener las diferencias
relacionadas a la edad y sexo.

En otra investigacion llevada a cabo en corazones perfundidos con la técnica de
Langendorff (Ruan YF et al, 2004), los corazones de conejos hembras exhibieron una
mayor APDyy y un mas largo intervalo QT comparados con los corazones de conejos
machos, mientras la dispersion transmural en los tres tejidos miocardicos (epicardio,
midmiocardio y endocardio), medidos con potenciales de accion monofésicos, no tuvo
una diferencia significativa entre conejos machos y hembras.

Perro

Preparaciones cardiacas con la especie del perro son cominmente utilizadas en la
validacion de agentes terapéuticos que puedan tener propension a la prolongacion del
intervalo QT y la arritmia Torsade de Pointes. Las diferencias de sexo en la
repolarizacion ventricular del perro fue uno de los objetivos en la investigacion
llevada a cabo por el grupo de Abi-Gerges en 2004 con fibras de Purkinje caninas.
Los resultados reportados fueron consistentes con las diferencias de sexo presentes en
corazones humanos y de conejo (Abi-Gerges N et al, 2004). Las fibras de Purkinje de
corazones de hembras tienen una mayor APDsy APD7y y APDyy que las fibras de los
corazones de machos. Ademas, las fibras de Purkinje de los corazones de hembras
muestran una mayor prolongacién de la APD en frecuencias de estimulacion mas
bajas en el rango de 1 a 0.2 Hz.

Un estudio en miocitos aislados de perro present6 una disminucion de la conductancia
maxima Ggs en preadolescentes de 0.8 veces que el de adultos en tejido endocardico
(Obreztchikova MN et al, 2003).

La densidad de corriente de Ik fue significativamente mayor en células epicardicas y
endocardicas que en células midmiocardicas en registros de células caninas reportaron
Liu DW vy Anzelevitch C. La densidad de corriente de Ixs fue de 1.99 pA/pF en
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células epicardicas, 1.83 pA/pF en células endocardicas y de 0.92 pA/pF en células
midmiocardicas (Liu DW y Anzelevitch C, 1995). Basados en estos datos
experimentales, este gradiente transmural se incorpor6 a los modelos computacionales
desarrollados en esta tesis.

Ratéon

La especie de raton es un modelo cominmente utilizado en las enfermedades
humanas, no obstante su alta frecuencia cardiaca y comparativamente abreviado
potencial de accion ventricular. Existen reportes de las diferencias relacionadas al
sexo en la repolarizacion ventricular del raton (Drici MD et al, 2002; Trepanier-
Boulay V et al, 2001; Wu Y y Anderson ME, 2002). Las duraciones del potencial de
accion (APDsy y APDyy) de miocitos ventriculares de raton hembra fueron mas largas
que los de macho, ampliamente consistentes con las diferencias de sexo reportadas en
conejos y en humanos (Trepanier-Boulay V et al, 2001; Wu Y y Anderson ME,
2002).

Wu Y y Anderson ME reportaron que los miocitos de corazones de raton adulto
macho tienen una mayor densidad en Iy, que los corazones de adulto hembra, en una
proporcion de 1 a 0.75, en alguna medida consistente con el reporte de diferencias de
sexo en la densidad de I;; en ventriculo derecho de corazén canino (Di Diego JM et
al, 2002; Wu Y y Anderson ME, 2002). También reportaron que la corriente sostenida
Iy, al final de la despolarizacion, fue mayor en miocitos de ratobn hembra que en
miocitos de raton macho. Por el contrario, los resultados anteriores fueron muy
diferentes a los reportados por Trepanier-Boulay V, que concluy6 en su investigacion,
que no existia diferencias de sexo en Iy, Ixsiow2 O Lss, pero sugirié que la diferencias
de sexo en la APD pudieran ser debidas por una mayor Igy (Iksowi) Y mayor
expresion en los canales dependientes de voltaje Kv1.5 en miocitos machos que en
miocitos hembras (Trepanier-Boulay V et al, 2001). La controversia en los resultados
presentados en estas investigaciones pudieron ser debidas en los diferentes protocolos
utilizados para separar las corrientes (Brouillette J et al, 2004).

Cobaya

A diferencia de varias especies utilizadas en la electrofisiologia cardiaca (conejo,
perro, rata y raton), la cobaya es polioestrus todo el afio y tiene un ciclo ovarico de 16
dias con una fase luteal muy similar a la de la mujer, la cobaya hembra tiene
variaciones en niveles circulantes de estrogeno y progesterona (Petanceska SS et al,
2000; Shi F et al, 1999). Ademas, los niveles circulantes de esteroides ovaricos son
marcadamente reducidos con la ovarioectomia (Petanceska SS et al, 2000). Por estas
razones, aunadas con la naturaleza de la repolarizacion ventricular en esta especie, se
ha planteado recientemente, que la cobaya pudiera ser una especie apropiada para
investigar los esteroides ovaricos en la repolarizacion ventricular (James AF y
Hancox JC, 2003).
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Miocitos ventriculares de cobayas machos han mostrado tener una menor APDgy que
las de cobayas hembras, demostrando la existencia de diferencias relacionadas al sexo
en la repolarizacion cardiaca de esta especie (James AF et al, 2004; Liew R et al,
2003, 2004). Ademas, el grado de diferencia en la APDy, entre miocitos de machos y
hembras vari6 de acuerdo al estatus ovarico de la hembra (James AF et al, 2004).

No obstante tener una APDgyy menor, los miocitos de cobaya macho tienen una mayor
densidad de Ic,. (James AF et al, 2004; Liew R et al, 2003, 2004). Ademas de la
diferencia en la Ic,, el grupo de Liew reporté que el contenido de Ca en el reticulo
sarcoplasmico fue mayor en los miocitos de hembra que en los de macho y planted
que esto puede ser debido a las diferencias en el intercambiador Na/Ca entre machos y
hembras.

Humanos

En diversos estudios -electrocardiograficos realizados en humanos se han
encontrado diferencias entre sexos respecto a la frecuencia cardiaca basal, la
variabilidad de la frecuencia cardiaca, el intervalo QT y la duracion y el voltaje del
complejo QRS (Bernal O y Moro C, 2006).

Ya en el afio 1920, Bazett HC observd que las mujeres tenian una frecuencia
cardiaca media superior a la de los varones (Bazett HC, 1920). Esta observacion fue
corroborada en estudios posteriores, como el realizado por el grupo de Liu K en una
poblacion de 5.116 pacientes (Liu K et al, 1989). Estos autores encontraron que la
frecuencia cardiaca media era entre 3 y 5 lat/min superior en las mujeres. Para evitar
las influencias del tono vagal y simpatico, los investigadores del grupo de Burke JH
elaboraron un estudio con doble bloqueo autondmico mediante la administracion de
propanolol y atropina, y observaron que la longitud del ciclo sinusal era mas corta en
las mujeres, lo que hablaba a favor de una diferencia independiente del equilibrio
neurovegetativo (Burke JH et al, 1996). Esta diferencia varon/mujer en cuanto a la
frecuencia del automatismo sinusal es independiente de la edad.

Varios estudios realizados con registros electrocardiograficos ambulatorios en 24
h, con técnica de Holter, mostraron que las mujeres tienen un menor componente de
bajas frecuencias y un menor cociente entre las altas y las bajas frecuencias del
espectro de la variabilidad del RR (Villareal RP et al, 2001; James AF et al ,2007).
Este hallazgo puede explicarse por influencias hormonales y predominio en el tono
vagal, como indica el trabajo del grupo de Huikuri (Huikuri HV et al, 1996). En esta
investigacion, realizada en mujeres posmenopdusicas en las que se administraba
tratamiento hormonal sustitutivo con estrogenos, se observd que dicha terapia
aumentaba la respuesta a los barorreflejos y la potencia en los dominios de baja y alta
frecuencia de la variabilidad del RR, lo que indicaba una influencia hormonal sobre la
modulacion autondmica cardiaca. Las diferencias entre ambos sexos en cuanto a la
variabililidad del RR tienden a desaparecer con la edad.
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Bazett HC observo que, en el electrocardiograma (ECG), las mujeres presentaban
un intervalo QT mas largo que los varones, pese a tener frecuencias cardiacas
superiores (Bazett HC, 1920). Las mujeres muestran una duracion del intervalo QT
de 10 a 20 ms superior que el de los varones en condiciones basales. En especial,
esta duracion superior se hace mas patente en el periodo perimenstrual, en el que
también se ha descrito una exagerada reaccion a los farmacos (Villareal RP et al,
2001). También Bazett HC describié que esta diferencia en la duracion del intervalo
QT se mantiene tras corregir dicho intervalo para la frecuencia cardiaca, dato que
igualmente confirmaron otros autores, como los grupos de Stramba-Badiale M y
Merri M (Stramba-Badiale M et al, 1997; Merri M et al, 1989). Las diferencias en la
duracién del intervalo QT estdn mediadas por el efecto de las hormonas femeninas
sobre la expresion y el funcionamiento de los canales de Ca*" y K, y es posible que
también sobre la corriente rapida y persistente de Na y sobre el intercambiador Na/Ca
(James AF et al, 2007).

El limite superior del intervalo QTc en varones es de 450 ms, mientras que en las
mujeres se asume un valor normal del intervalo QTc hasta los 470 ms (Rautaharju PM
et al, 1992). Se ha descrito una menor duraciéon del complejo QRS, asi como un
menor voltaje de éste en las mujeres. Estas diferencias, que podrian ser atribuidas
inicialmente a un corazén de menor tamafio en el cuerpo femenino, se mantienen
incluso tras corregir dichos valores para la masa cardiaca y el peso corporal (Okin PM
et al, 1995). Asimismo, estas diferencias se mantienen en circunstancias patologicas,
como en la hipertrofia ventricular. También se ha descrito una menor duraciéon en
mujeres de la onda P y de la duracion del intervalo PR (James AF et al, 2007).

No solamente es distinta la duracién de la repolarizacion en las mujeres. Los
denominados cambios inespecificos de la repolarizacion en el trazado
electrocardiografico de 12 derivaciones son mucho mas frecuentes en mujeres. Una
investigacion reciente, llevada a cabo a partir de los pardmetros electrocardiograficos
obtenidos de 38.000 mujeres posmenopausicas, derivada del estudio Women Health
Initiative (Rautaharju PM et al, 2006), demuestra que dichos cambios en la
repolarizacion son frecuentes y pueden ser un predictor de riesgo cardiovascular en la
poblacion femenina en esa etapa vital. Los autores encuentran que el angulo QRS/T
excesivamente abierto, la duracion prolongada del complejo QRS, el intervalo QT
corregido prolongado y la variabilidad reducida de la frecuencia cardiaca son
pardmetros eléctricos que pueden ser predictores de mortalidad cardiovascular en la
mujer posmenopausica.

De lo expuesto previamente se resume que la frecuencia sinusal media o cadencia
del automatismo sinusal en las mujeres es superior, que la variabilidad de Ia
frecuencia cardiaca en el campo de la frecuencia tiene menos componentes de baja
frecuencia, dato estrictamente relacionado con el predominio del sistema nervioso
parasimpatico. El otro dato electrofisiologico diferenciador es la duracion del
intervalo QT y QTec, que traduce la duracion del periodo refractario ventricular,
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también superior en las mujeres. La distinta fisiologia causal de estas diferencias es
desconocida, pero puede estar relacionada con una relacion QT-RR alterada por una
distinta morfologia de la onda T, las influencias hormonales sobre los canales i6nicos
de la membrana, el tono autonémico o una combinacion de estos factores.

Otra caracteristica importante es que la mayor parte de estas diferencias en la
electrofisiologia cardiaca aparecen después de la pubertad (James AF et al, 2005;
Rautaharju PM et al, 1992). Por ejemplo, en los varones, durante la adolescencia,
etapa en la que se produce un aumento de las hormonas masculinas (andrégenos), se
observa una disminucion del intervalo QT, lo que podria significar un efecto directo
hormonal sobre la fisiologia de los canales de la membrana que intervienen en la
repolarizacion cardiaca (Krahn AD et al, 1995). Las mujeres presentan una mayor
frecuencia cardiaca intrinseca. Este dato ha sido comprobado con o sin bloqueo
autondmico, lo que marca un ciclo sinusal mas corto y una variabilidad menor de la
frecuencia cardiaca durante el dia. Puede atribuirse, por tanto, a un efecto directo de
las hormonas femeninas sobre la fisiologia cardiaca, ya que la diferencia comienza a
manifestarse en la adolescencia (Rautaharju PM et al, 1992), al igual que ocurre con
la duracién del intervalo QT y QTc, que se acorta en el varon a partir de esa edad
(Krahn AD et al, 1995).

En la literatura se ha encontrado un modelo computacional desarrollado para
evaluar las diferencias relacionadas al sexo (Verkerk AO et al, 2006), y otro con
respecto a la edad y sexo (Sims C et al, 2008). El modelo publicado por el grupo de
Verkerk AO fue implementado modificando las densidades de corriente de Icar, lio €
Ik: para presentar las diferencias relacionadas al sexo y los datos experimentales estan
tomados de corazones de diferentes especies: perro, conejo, cobaya y raton, ademas,
estas corrientes idnicas modificadas fueron incluidas en los modelos celulares
ventriculares humanos de Priebe-Beuckelmann (Priebe L y Beuckelmann DJ, 1998) y
en el de ten Tusscher-Panfilov (ten Tusscher et al, 2004).

En el modelo reportado por Sims C solo se modifica la cinética de la densidad de
corriente de Ic,r para presentar las diferencias relacionadas al sexo y la edad, los
datos experimentales estdn tomados de conejo y las corrientes idnicas modificadas
fueron incluidas en el modelo celular ventricular de cobaya de Faber-Rudy (Faber
GM y Rudy Y, 2000); mientras que en nuestro modelo, se modificaron las densidades
de corriente Ic,r, Lo, Ixr € Iks, para presentar las diferencias relacionadas al sexo y la
edad; los datos experimentales estan tomados de ratéon, cobaya, conejo, perro y
humano y estas corrientes ionicas modificadas fueron incluidas en los modelos
celulares ventriculares de Faber-Rudy (Faber GM y Rudy Y, 2000) y de Clancy-Rudy
(Clancy CE y Rudy Y, 2001).

Otro aspecto que distingue a los modelos, es que en el modelo de Verkerk AO las
modificaciones a las densidades de corrientes ionicas son s6lo en sus conductancias
maximas sin introducir cambios en la cinética de las corrientes idnicas. En tanto que
en el modelo de Sims C las diferencias presentadas son s6lo en células epicardiales,
no pudiendo desarrollar estudios de dispersion de repolarizacién; mientras que en
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nuestro modelo se han modificado conductancias maximas y cinéticas de algunas de
las corrientes idnicas para modelizar ademds de las corrientes idnicas las células
epicardicas, midmiocardicas y endocardicas. Por tanto, nuestro modelo computacional
para evaluar las diferencias relacionadas en sexo y edad es una aportacion original en
esta tesis doctoral, ya que se pueden analizar efectos electrofisiolégicos como la
prolongacion de la APD, la susceptibilidad a EADs y la dispersion de repolarizacion.

5.2 Modelos computacionales de la interaccion dofetilide-Ik,/Ingrc

Los efectos de la interaccion del farmaco antiarritmico dofetilide con Ik./lherg
tanto en cardiomiocitos de célula ventricular de cobaya, utilizando la formulacion de
Hodgkin Huxley (Saiz J et al, 2011), como el modelo desarrollado en células tipo
silvestre del gen hERG, utilizando la formulacién de Markov fueron implementados.
Los modelos tienen un ICsy de 7 nM, valor que estd en concordancia con valores
experimentales medidos en miocitos ventriculares de cobaya de 8.7 +2.0 nM
(Weerapura M et al, 2002a) y 31.5 nM (Jurkiewicz NK y Sanguinetti MC, 1993); asi
como con valores experimentales medidos en hERG expresados en lineas celulares
de mamiferos, de 15 nM en CHO (Kupershmidt S et al, 2003), 12 nM en HEK293
(Snyders DJ y Chaudary A, 1996), 10 nM en HEK293 (Rampe D et al,1998), 11 nM
en CHO (Kang J et al, 2004), 27 nM en HEK293 (Guth BD et al, 2004), 4 nM en
HEK?293 (Rezazadeh S et al,2004), 10 nM en CHO (Weerapura M et al, 2002a), 51
nM en HEK293 (Perrin MJ et al, 2008) y 4-15 nM en HEK293 (Milnes JT et al,
2010).

La actividad bloqueadora del dofetilide se ha modelizado utilizando la hipotesis
del receptor protegido GR “guarded receptor hypothesis” (Starmer F, 1984). La
hipotesis 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.

Estudios experimentales recientes del dofetilide han demostrado una interaccién
farmaco-receptor en los estados abierto e inactivado, pero no en los estados cerrados
(Yang T et al, 1997; Weerapura M et al, 2002b; Perrin MJ et al, 2008). Asi también,
otros autores han planteado que la interaccion entre el farmaco y el receptor se
produce en el estado abierto, pero no en el estado cerrado (Carmeliet E, 1992; Snyders
DJ y Chaudary A, 1996; Ohler A et al, 1994). Resultados experimentales indican que
la interaccion entre el dofetilide y el receptor presenta una muy baja cinética para
bajas concentraciones del farmaco ( Weerapura M et al, 2002b; Snyders DJ y
Chaudary A, 1996) y lo anterior también se reproduce en los modelos
computacionales desarrollados.

Otros modelos computacionales se han desarrollado para la interaccién dofetilide-
Ik+/Ingrg. El grupo de Perrin MJ desarrolld un modelo, en donde la interaccion del
farmaco y el receptor era a través de los estados abiertos e inactivados (Perrin MJ et
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al, 2008), pero no presentaba estados cerrados bloqueados como los que se plantean
en esta tesis doctoral. Otra diferencia con el modelo de Perrin MJ, es que éste
presentaba afinidades distintas para cada uno de los estados asociados en la
interaccion farmaco receptor, la afinidad para el estado abierto era de 3.5 uM y la
afinidad para el estado inactivado era de 47.8 nM, utilizando la teoria del receptor
modulado, mientras que nuestros modelos presentan una afinidad constante de 7 nM,
tanto en el estado abierto como en el estado inactivado, de acuerdo a la teoria utilizada
del receptor guardado.

El modelo de la interaccion dofetilide-Igrg con la formulacion de Markov es una
aportacion original de esta tesis doctoral, ya que el modelo puede ayudar a
profundizar el conocimiento en el estudio de mutaciones del canal hERG, asi como en
canalopatias inducidas por farmacos .

5.3 Accion del farmaco dofetilide en los modelos computacionales de adultos y
preadolescentes

Los modelos computacionales implementados del dofetilide se incorporaron a la
componente rapida de la corriente de rectificacion tardia (Ix,) y a la corriente del gen
hERG (Inerc), ya que el dofetilide es un antiarritmico con efecto de clase III puro, y se
evalud la accion del farmaco con diferentes concentraciones en células epicardicas,
midmiocardicas y endocardicas en los modelos de adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra.

Se ha planteado que la prolongacion de la duracion del potencial de accion (APD),
la produccion de postdepolarizaciones tempranas (EAD) y la dispersion de
repolarizacion (DOR) inducidas por farmacos, sean la génesis de arritmias
ventriculares como el sindrome de QT largo adquirido y Torsade de Pointes (TdP),
siendo la prolongacion de la APD y la produccion de EADs las actividades
desencadenantes y la DOR el sustrato para mantener las arritmias (Anzelevitch C et
al, 1998; Anzelevitch C y Fish J, 2001; Hancox JC et al, 2000; Makielski JC y
January CT, 1998; Volders PGA et al, 2000). Por tanto, se hara la discusion de esta
trabajo de investigacion tomando en cuenta los resultados presentados de la
prolongacion de la APD, la produccion de EADs y DOR con respecto a los datos
experimentales en las diferentes especies animales.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los modelos celulares, se produce
prolongacion de la APD por las diversas concentraciones del dofetilide en todos los
tipos de células y en los 4 modelos, indicando que el dofetilide tiene una caracteristica
cuyos efectos son dependientes de la concentracion o dosis aplicada. Ademas, los
potenciales de accion del adulto hembra, en todas las concentraciones de dofetilide,
tienen una APD significativamente mayor que los del adulto macho, mientras que en
los modelos de preadolescentes, las APD del macho son ligeramente mayores que las
de la hembra.
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En los incrementos de prolongacion de la APD, se puede visualizar, que el modelo
de adulto hembra tiene mayores incrementos de prolongacion de la APD en todos los
tipos de células con respecto al adulto macho, mientras que el modelo del
preadolescente macho tiene mayores incrementos de prolongacion de la APD en
células midmiocardicas, endocardicas y epicardicas que el de preadolescente hembra.

El aumento de la APDy, tiene diferentes efectos en los potenciales de accion de
cada tipo de cardiomiocito y de cada modelo. En el modelo de adulto macho se tuvo
un aumento de la APDyy en todos los tipos de células, teniendo como resultado la
prolongacion del potencial de accion en todos los casos. Mientras que en el modelo de
adulto hembra, se presentd la prolongacion del potencial de accion en la célula
epicardica con todas las concentraciones de dofetilide y con la aplicacion de 10 y 30
nM de dofetilide en la célula endocardica. En tanto, se presentaron EADs en la célula
midmiocardica con concentraciones de 10 y 30 nM de dofetilide y en la célula
endocardica con 100 nM. Con una aplicaciéon de 100 nM de dofetilide en la célula
midmiocardica se produjé una EAD dramaticamente prolongada sin repolarizacion.
Para los modelos de preadolescentes, en ambos casos se produjé prolongacion del
potencial de accion en todos los tipos de células, excepto en la célula midmiocardica
que con 30 nM de dofetilide produjé EADs y con 100 nM de dofetilide produjo EADs
dramaticamente prolongadas sin repolarizacion.

Los modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y
preadolescente hembra reproducen el efecto del dofetilide de la dependencia de la
frecuencia (reverse use dependence). Debido a este efecto, la prolongacion de la
duracién del potencial de accion se incrementa cuando la frecuencia de estimulacion
se reduce o la BCL aumenta. La prolongacion en APDy, inducida por las diferentes
concentraciones de dofetilide presenta el efecto de la dependencia de frecuencia en
todos los modelos, aunque entre los modelos de adultos, la hembra muestra un efecto
mas pronunciado y ademads a partir de un BCL de 2000 ms con una concentracion de
30 nM de dofetilide y a partir de un BCL de 500 ms en 100 nM del farmaco se
producen EADs. En tanto, que entre los modelos de preadolescentes, el efecto es mas
pronunciado en la hembra que en el macho en condiciones de control, aunque a partir
de 500 ms de BCL en una concentracion de 100 nM de dofetilide el modelo del
preadolescente macho produce EADs y la preadolescente hembra no produce EADs.

En cuanto a DOR, se pudo observar el incremento de la dispersion de
repolarizacion con la aplicacion de las diversas concentraciones del dofetilide en
todos los modelos. Se presenta un aumento de la APDy en todos los tipos de células
dependiente de la concentracion del dofetilide y este aumento es mayor en las células
midmiocardicas y menor en las células epicardicas en cada uno de los cuatro modelos.

En los modelos de adultos, las células del modelo de adulto hembra tienen una
mayor dispersion de repolarizacion que el adulto macho en todas las concentraciones
de dofetilide. Tanto que se presentan EADs con repolarizacion en las células
midmiocardicas a 10 y 30 nM de dofetilide y en las células endocardicas a 100 nM y
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se producen EADs dramaticamente prolongadas sin repolarizacion en células
midmiocardicas con 100 nM de dofetilide.

Mientras que en los modelos de preadolescentes, la preadolescente hembra
presentd una mayor dispersion de repolarizacion con la aplicacion de 10 nM de
dofetilide que el preadolescente macho (19 y 15 ms), pero el preadolescente macho
presentd una mayor dispersion de repolarizacion con la aplicacion de 30 nM de
dofetilide que la preadolescente hembra (549 y 486 ms con repolarizacion en EADs).
Con 100 nM de dofetilide, los dos modelos presentaron EADs dramaticamente
prolongadas sin repolarizacion.

En cuanto a los resultados obtenidos en la fibra unidimensional heterogénea, se ha
podido comprobar el efecto proarritmico del dofetilide en la prolongacion del
intervalo QT dependiente de la dosis o concentracion utilizada en todos los tejidos de
los modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente
hembra. Entre los modelos de adultos, la hembra muestra un efecto mucho mas
pronunciado que el macho, mientas que en los modelos de preadolescentes, los
efectos causados por la aplicacion del dofetilide son muy similares, aunque con una
ligera predominancia hacia el macho.

La aplicacion del dofetilide a diferentes concentraciones produce un aumento en la
TDR en los modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y
preadolescente hembra. Presentando un incremento mucho mayor en el modelo de
hembra, comparado con el del macho, cuando se trata de los modelos de adultos;
mientras que en los modelos de preadolescentes, los incrementos de TDR son muy
similares y son ligeramente mayores, tanto en el macho como en la hembra,
dependiendo de la concentracion de dofetilide utilzada, como se puede comprobar con
los resultados mostrados.

Con respecto al intervalo QT, el dofetilide produce una elongacion del intervalo
QT en todos los modelos; teniendo una prolongacion mucho mayor en el modelo de
adulto hembra que en el de adulto macho y siendo esta prolongacién muy similar
cuando se trata de los modelos de preadolescentes, tanto hembra como macho,
presentando ligeras diferencias entre machos y hembras dependientes de la
concentracion de dofetilide aplicada. La aparicion de EADs en los potenciales de
accion de tejidos endocardico y midmiocardico hace que se deforme la morfologia de
la onda T, principalmente en el modelo de adulto hembra que presenta esta anomalia
con la aplicacion de 30 y 100 nM de dofetilide. En tanto que en los modelos de
preadolescentes, en ambos se presentan EADs deformando la morfologia de la onda
T; en el de preadolescente macho en los tejidos endocardico y midmiocardico con una
concentracion de 100 nM de dofetilide y en el modelo de preadolescente hembra en el
tejido endocardico con la misma concentracion de farmaco.
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5.3.1 Accion de farmacos en especies animales

La mayoria de reportes de investigaciones relacionados al estudio de farmacos y
diferencias basadas en sexo y edad con respecto a la prolongacion de la APD,
incidencias de EADs y DOR se han realizado en especies animales, por tanto la
discusion se llevara a cabo tomando en cuenta estas especies.

Conejo

La diferente sensibilidad de conejos hembras y machos a la repolarizacion tardia
inducida por firmacos y su modulacion por gonadectomia han sido estudiadas en
diversos modelos in vivo e in vitro y a nivel tisular.

En una investigacion llevada a cabo por el grupo de Pham TV en ventriculos
aislados de conejo, el farmaco dofetilide produjé una mayor prolongacion de la
APDyy, una mayor incidencia en EADs y una mayor DOR en hembras que en machos
(Pham TV et al, 2001a). La dispersion resultante del bloqueo de Ik, plantea mayores
diferencias entre las células epicardicas y endocardicas en esta corriente idnica. Estos
resultados concuerdan con los de esta tesis, donde las células ventriculares cardiacas
de adulto hembra produjeron una mayor prolongacion de la APDgy. una mayor
incidencia de EADs y un mayor incremento en DOR que las células ventriculares de
adulto macho.

En otro estudio del mismo grupo de investigadores, cuyo objetivo era investigar
sobre las diferencias de sexo basadas en la I, con la aplicacion de dofetilide, se
reportd un gradiente transmural de esta corriente idnica en ventriculos de hembras,
pero no en los de machos (Pham TV et al, 2001b). Este gradiente es debido a una
mayor conductancia de I, en el epicardio que en el endocardio en los ventriculos de
hembra. Este hecho es consistente con las diferencias de género durante la
repolarizacion temprana, en donde a nivel del ECG se visualiza en las pendientes
ascendentes y descendentes de la onda T y a nivel celular en la APD3. El gradiente
transmural de la Ic,r en hembras puede contribuir a una mayor dispersion transmural
de la APD y a un incremento en la incidencia de EADs en ventriculos de conejo
hembra. Los resultados presentados en esta tesis son consistentes con la investigacion
anterior, pues muestran un mayor gradiente transmural en la fibra unidimensional de
células de adulto hembra con respecto a adulto macho.

En otro estudio reciente (Ruan Y et al, 2004), cambios inducidos por el farmaco
sotalol en la DOR transmural en corazones perfundidos con la técnica de Langendorff
y haciendo registros de potenciales de accion monofasicos, los corazones de conejos
hembras mostraron un mayor incremento en la DOR transmural que los corazones de
conejos machos.

La gonadectomia tiene un dramatico efecto en la respuesta de los musculos
papilares al bloqueo del dofetilide, en conejos machos, la castracion resulta en un
decremento de los niveles de DHT y en un incremento en la incidencia de EADs
producidas por el dofetilide; mientras que en conejos hembras, la ovarioectomia
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reduce el riesgo de la prolongacion de la APD e incidencias de EADs inducidas por el
dofetilide (Pham TV et al, 2001a).

El grupo de Lu HR reportd resultados sobre las diferencias basadas en sexo y
asociadas con el incremento de la incidencia de la arritmia TdP inducida por el
dofetilide en un modelo en vivo de conejos anestesiados ( Lu HR et al, 2001), en el
cual se confirm¢ las diferencias relacionadas al sexo en donde los conejos hembras
son mas prevalentes a sufrir este tipo de arritmia que los machos. El dofetilide
produjé una significativa mayor prolongacion en el tiempo de repolarizacion
ventricular (intervalos QT y JT) en conejos hembras que en machos, asociada con una
mayor incidencia de taquicardia ventricular poliférmica (100% en hembras contra
80% en machos) y fibrilacion ventricular(80% en hembras contra 50% en machos).
Ademas, la dosis de dofetilide aplicada a los conejos hembras fue cerca del 50% mas
baja que la aplicada a los conejos machos. A causa de los resultados presentados en
esta investigacion, el modelo de conejo hembra es utilizado actualmente en el proceso
de validacion de nuevos medicamentos que potencialmente puedan producir
prolongacion del intervalo QT (Hondeghem LM y Hoffmann P, 2003; Hondeghem
LM et al, 2003).

A nivel tisular, existe una investigaciéon en donde se reportd que el incremento en
APDy y la incidencia de EADs causados por el dofetilide fueron significativamente
mayores en fibras de Purkinje de hembra que en fibras de macho con una frecuencia
de estimulacion de 0.2 Hz (Lu HR et al, 2000). Esta informacion indica que los
conejos hembra tienden a tener una repolarizacion ventricular mas prolongada y estan
en un mayor riesgo de sufrir EADs inducidas por dofetilide a bajas frecuencias de
estimulacion que los conejos machos.

En otra investigacion, utilizando los farmacos quinidine y sotalol en corazones
perfundidos con la técnica de Langendorff (Ebert SN et al ,1998), los corazones de
conejos hembra mostraron una mayor prolongacion del intervalo QT a estos fArmacos
que los corazones de conejos macho.

También, con esta técnica de Langendorff, en una investigacion reportada por el
grupo de Liu XK ( Liu XK et al, 1999), los corazones de conejos hembra fueron mas
susceptibles que los corazones de conejos machos a extrasistoles y taquicardia
polimérfica inducidas por la reduccion de la frecuencia de estimulaciéon y una
prolongacion del intervalo QT producida por la aplicaciéon de ImM de 4-aminopridine
(4-AP). Aunque 4-AP es un reconocido bloqueador de la corriente Iy, también
bloquea las corrientes Ix./Ingrg y €s muy probable que la prolongacion del intervalo
QT haya sido producida por un significativo bloqueo de Ix; ( Liu XK et al, 1999;
Mitcheson JS y Hancox JC, 1999; Ridley JM et al, 2003).

Perro

Existen pocos reportes de investigaciones en perro cuyo objetivo sea las
diferencias relacionadas al sexo con la aplicacion de farmacos y efectos en el
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intervalo QT, prolongacion de la APD o incidencia de EADs, ya que las perras
presentan periodos prolongados intermenstruales, haciendo al perro una especie dificil
para investigar el papel de los esteroides ovaricos en la repolarizacion ventricular y en
el estudio de farmacos que puedan inducir proarritmia (Dukes HH, 1993; James AF y
Hancox JC, 2003).

Un estudio reportado por el grupo de Abi-Gerges en corazones de perro presentd
resultados consistentes con las diferencias relacionadas al sexo en corazones de
humanos y conejos (Abi-Gerges N et al, 2004b). Fibras de Purkinje de hembras
tuvieron una significativa mas larga APDsy, APD7y y APDgg que las fibras de macho.
Ademas, las fibras de Purkinje de hembra mostr6 una mayor prolongacion en la
APDyy, al hacer mas baja la frecuencia de estimulacion, de 1.0 a 0.2 Hz. La
prolongacion de la APDy, inducida por el dofetilide fue mayor en las fibras de
Purkinje de hembra que en las de macho a una frecuencia de estimulaciéon de 0.2 Hz,
pero no a una frecuencia de estimulacion de 1 Hz. De forma similar, hubo una mayor
incidencia de EADs producidas por el dofetilide en las fibras de Purkinje de hembras
que en las de macho a una frecuencia de estimulacion de 0.2 Hz.

Raton y Cobaya

Una investigacion relacionada a la administracion de halothane en corazones
perfundidos de ratones con la técnica de Langendorff (Drici MD et al, 2002), reportd
una mayor duracion de taquicardia ventricular polimoérfica en corazones de ratones
hembras que en corazones de ratones machos.

Por otra parte, una investigacion utilizando el farmaco pinacidil (Ranki HJ et al,
2001), mostré mayores corrientes de K inducidas en cardiomiocitos de corazones
hembra de cobaya que en cardiomiocitos de corazones macho. Los corazones de
cobaya hembra también mostraron una reduccion de la densidad de los canales Katp
dependiente de la edad, que no mostraron los corazones de cobaya macho.

En la literatura no se encontraron reportes de investigaciones relacionados al
estudio del dofetilide y diferencias basadas en sexo y edad con respecto a la
prolongacion de la APD, incidencias de EADs y DOR en las especies de raton y
cobaya.

5.3.2 Accion de farmacos en humanos

Tomando en cuenta que de los mas importantes factores en la arritmogenesis son:
la excesiva prolongacion del intervalo QT corregido, mas de 450 ms en hombres y
mas de 470 ms en mujeres (Yap YG y Camm AlJ, 2003), la aparicion de EADs y el
incremento en DOR, los cuales conllevan a tener riesgo de sufrir TdP. A esta excesiva
prolongacion del intervalo QT se le denomina como sindrome de QT largo (SQTL) y
se puede tener en dos variantes, a consecuencia de mutaciones hereditarias en genes
de canales en la membrana celular (SQTL familiar o congénito) o a causa de
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enfermedades cardiacas no congénitas y farmacos bloqueadores del canal K* (SQTL
adquirido o inducido por farmacos), particularmente, firmacos que bloquean Ix,/Ingrc
(Keating MT y Sanguinetti MC, 2001; Marban E, 2002; Viskin S, 1999).

En tanto, que el enlace entre una inadecuada repolarizacion ventricular del
potencial de accioén y la prolongacion del intervalo QT no siempre finalizan en TdP,
en la medida en que los valores del intervalo QT corregido como predictores de TdP
son inciertos y los mecanismos celulares por los cuales una arritmia TdP es iniciada y
mantenida atin estan a debate (Haverkamp W et al, 2000; Keating MT y Sanguinetti
MC, 2001; Marban E, 2002; Viskin S, 1999).

La mayoria de los fArmacos asociados con SQTL inducido por farmacos y TdP han
mostrado bloqueo de canales de potasio Ix: y/o Ingrg (Brown AM, 2004; Haverkamp
W et al, 2000; Yap YG y Camm AJ, 2003; Tristani-Firouzi M et al, 2001,
Vandenberg JI et al, 2001; Witchel HJ y Hancox JC, 2000). La asociacion entre el
bloqueo de Ik, y la produccion de EADs puede ser importante para células
midmiocardicas y fibras de Purkinje, debido a que Ixs es mas débil en este tipo de
células y que el bloqueo de Ik, es mas pronunciado que en otro tipo de células
(Anzelevitch Cy Fish J, 2001; Varro A et al, 2000).

Una investigacion de 1983, llevada a cabo por Abinader EG y Sharar J, reportd
que, comparados con hombres, las mujeres fueron mas susceptibles a desarrollar TdP
con la administracion de prenylamine, en un porcentaje del 71.4% (Abinader EG y
Sharar J, 1983). Roden et al describieron en 1986 las circunstancias clinicas
asociadas con el desarrollo de SQTL adquirido y TdP con quinidine, entre un grupo
de 24 pacientes estudiadas, de los cuales 16 (67%) eran mujeres (Roden DM et al,
1986).

El primer estudio retrospectivo detallado del sexo femenino como factor de riesgo
para TdP inducido por farmacos, fue publicado en 1993 (Makkar RR et al,1993). Este
estudio estuvo orientado en casos documentados de TdP en pacientes prescritos con
farmacos para indicaciones cardiovasculares, principalmente arritmias. El mayor
nimero de casos de TdP ocurrieron con quinidine (108), seguido por disopyramide
(49), procainamide (39), amidorane (28), bepridil (27), prenylamine (23) y sotalol
(21). Para todos estos fairmacos, excepto procainamide, hubo un mayor numero de
TdP en mujeres que en hombres.

En un subsecuente andlisis de datos retrospectivo con mas de 3000 pacientes
participando en estudios clinicos con sotalol (Lehmann MH et al,1996) se reporté que
las mujeres tuvieron un incrementado riesgo para desarrollar TdP. De 77 pacientes
que tuvieron TdP, 44 fueron mujeres y 33 hombres. Aunque un total de 2336
pacientes varones recibieron el farmaco comparados con solamente 799 pacientes
femeninas. Por tanto, TdP se desarroll6 en el 4.1% de las mujeres, pero s6lo 1.9% en
hombres.
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Otro estudio que investigd sobre el potencial proarritmico del erythromicin que
incluia la separacion de grupos por sexo y décadas de edad (Drici MD et al, 1998).
Reportd que antes de la edad de 10 afios, el nimero de eventos entre varones y
mujeres fue similar, pero en las décadas de los 10s, 20s, 30s, 40s y en menor medida
en la década de los 50s, ocurrieron mas casos proarritmicos en mujeres que en
hombres; cuando la edad de los pacientes llegd a la década de los 60s y mayores, esta
diferencia entre sexos desaparecid, haciendo mas obvia la evidencia que Ia
prevalencia de las mujeres en la TdP inducida por farmacos puede deberse a las
hormonas sexuales.

Una investigacion, en donde se observdé la TdP inducida por el farmaco
terfenadine, se reportaron 15 de 25 casos que ocurrieron en mujeres (Woosley RL et
al, 1993). El estudio clinico SWORD (Survival with Oral d-Sotalol) que investigo si
el d-sotalol, un antiarritmico de clase III sin actividad beta bloqueadora, podria
reducir la mortalidad en pacientes con disfuncién ventricular izquierda después del
infarto al miocardio. En este estudio se reportd que el sexo femenino tenia un mayor
factor de riesgo asociado a un incremento en muertes debido a arritmias (un riesgo
relativo de 4 en mujeres contra 1.5 en hombres). También, en un estudio de analisis de
datos (Gowda RM et al, 2004), se observo, que la prevalencia de TdP inducida por el
farmaco antiarritmico clase III ibutilide fue significativamente mayor en mujeres que
en hombres.

La mayor prevalencia de mujeres en TdP inducida por farmacos no se limita a los
farmacos para tratar arritmias. Una similar asociacion se ha reportado con fdrmacos
no antiarritmicos (Bednar MM et al, 2002). En una revision retrospectiva de casos de
TdP asociados con el uso de terfenadine, haloperidol, erythromicin, pentamidine,
astemizole, thioridazine, cisapride, probucol, clarithromycin, ketanserin, terodiline y
halofantrine, la proporcidon de pacientes femeninas entre los casos reportados fue del
59% o mas para todos los fArmacos excepto pentamidine y ketanserin. Para probucol
todos los casos de TdP fueron de mujeres y para terodiline y astemizole, el 86% y el
94% de los casos respectivamente ocurrieron en mujeres. En general,
aproximadamente el doble de casos reportados por Bednar MM (Bednar MM et al,
2002) se desarrollaron en mujeres que en hombres, relacion entre sexos muy similar al
namero de casos reportados en el estudio de Makkar RR (Makkar RR et al,1993) para
farmacos antiarritmicos y en el estudio de pacientes con SQTL tipo 2 reportado por
Schwartz PJ (Schwartz PJ et al, 2001).

5.4 Diferencias relacionadas al sexo y la edad sobre mutaciones

Mas de 290 mutaciones en hERG han sido ligadas al sindrome congénito de QT
largo tipo 2 (LQT2). Defectos en el poro de hERG han mostrados tener fenotipos
celulares heterogéneos. Mutaciones en el poro pueden resultar en una pérdida de
funcién, algunas veces debido a defecto de trafico y pueden o no coensamblar con
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subunidades de hERG-WT presentando efectos dominantes negativos. Otros defectos
en el poro del canal pueden dar lugar a alteraciones de la cinética del canal haciendo
que se decremente la corriente Ii/IhgrG.

5.4.1 Efectos en células tipo silvestre WT

Se desarrolld un modelo estructurado de la corriente Iy/Isgrg para investigar las
consecuencias funcionales de los defectos del gen hERG en anormalidades de la
repolarizacion cardiaca basado en la formulacion de Markov y con las constantes de
relacion implementadas por Clancy y Rudy 2001 (Clancy CE y Rudy Y, 2001). Se
incluyeron los modelos desarrollados de Markov para células WT para adulto macho,
adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra en el modelo celular
ventricular de Clancy y Rudy 2001, para evaluar las consecuencias arritmogénicas
celulares de células WT y de varias mutaciones de hERG asociadas a LQT2.

El aumento de la APDy, tiene diferentes efectos en los potenciales de accion de
cada tipo de célula WT y de cada modelo. En el modelo de adulto macho se tuvo un
aumento de la APDgy en todos los tipos de células, teniendo como resultado la
prolongacion del potencial de accion en todos los casos. Mientras que en el modelo de
adulto hembra, se presentd la prolongacion del PA en la célula epicardica WT con
todas las concentraciones de dofetilide y con la aplicacion de 10 y 30 nM de dofetilide
en la célula endocardica; se produjeron EADs con 10 nM en la célula midmiocardica
WT y con 100 nM en la célula endocardica WT. En tanto, se presentaron EADs
dramaticamente prolongadas sin repolarizacion en la célula midmiocardica WT con
concentraciones de 30 y 100 nM de dofetilide. Para los modelos de preadolescentes,
en ambos casos se produjo prolongacion del PA en todos los tipos de células, excepto
en la célula midmiocardica que con 30 nM de dofetilide produjé EADs y con 100 nM
de dofetilide produjo EADs dramaticamente prolongadas sin repolarizacion.

En los modelos de adultos, las células WT del modelo de adulto hembra tienen una
mayor dispersion de repolarizacion que el adulto macho en todas las concentraciones
de dofetilide. Mientras que en los modelos de preadolescentes, se tiene igual
dispersion de repolarizacion con la aplicacion de 10 nM de dofetilide (25 ms), asi
mismo se tiene una casi similar dispersion de repolarizacion con la aplicacion de 30
nM de dofetilide (498 y 521 ms con repolarizacion en EADs). En tanto que con 100
nM de dofetilide, los dos modelos presentaron EADs dramaticamente prolongadas sin
repolarizacion.

5.4.2 Efectos sobre células de la mutacion R56Q.

La mutacion R56Q en el dominio Per-Arnt-Sim (PAS) en los canales de potasio de
hERG acelera la desactivacion del canal. Se eligié esta mutacidn sustitutiva, ya que es
la que puede incrementar mas profundamente esta relacion de desactivacion (Chen J
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et al, 1999). Esta alteracion en la cinética del canal reduce la corriente a través de los
canales hERG durante la repolarizacion en la fase de la meseta del potencial de accion
cardiaco, prolongando el intervalo QT y siendo una causa probable para el incremento
de riesgo de la arritmia Torsade de Pointes (TdP) en los individuos afectados por esta
mutacion. Estos cambios se han presentado experimentalmente en los canales hERG
que contienen a la mutacion R56Q expresados en Xenopus oocytes (Chen J et al,
1999) y en lineas celulares de mamiferos de HEK 293 (Berecki G et al, 2005).

Estos datos experimentales indican que aunque la corriente hERG activada durante
la despolarizacion puede ser mayor que la corriente hERG de células WT, debido al
desplazamiento positivo en la dependencia de voltaje de la disponibilidad de canales,
la rapida desactivacion causada por esta mutacion resulta en una corriente menor
cuando la membrana es lentamente repolarizada.

La mutacion es simulada incrementando la relacion de transicion O =»C1 por un
factor de 6.3 y la relacion de transicion C2 =»C3 por un factor de 10.5 (Clancy CE y
Rudy Y, 2001). Estas relaciones de desactivacion incrementadas resultan en un
cambio hacia la derecha en la dependencia de voltaje de la activacion y rectificacion
debido al fuerte acoplamiento entre los estados discretos.

La desactivacion del canal hERG es ampliamente acelerada al remover parte de la
region amino-terminal o por mutacion de algun residuo especifico (Spector PS et al,
1996; Schonherr R y Heinemann SH, 1996). La estructura cristalina de la region
amino-terminal de hERG ha sido determinada y mostr6 poseer un dominio Per-Arnt-
Sim (PAS) (Morais Cabral JH et al, 1998). Este dominio puede interactuar con otra
region de hERG, como el asa S4-S5 para afectar la desactivacion del canal. Una
aceleracion en la relacion de desactivacion reducird la contribucion de Ix./Ingrg a la
repolarizacion y prolongard la duracion del potencial de accion. Este efecto es
ejemplificado por la mutacion R56Q, que causa el mayor cambio en la dependencia
de voltaje (+36 mV) y el més pronunciado incremento (7 a 10 veces mas) en la
relacion de desactivacion.

Las propiedades alteradas de la desactivacion del canal causadas por mutaciones en
la region amino-terminal de hERG indican el papel fundamental de este dominio en la
cinética del canal. La estructura cristalina de este dominio ha sido recientemente
resuelta y muestra ser un dominio PAS (Morais Cabral JH et al, 1998). Los dominios
PAS son estructuras basicas hélice-lazo-hélice que han mostrado tener un lugar para
la interaccién proteina-proteina para factores que funcionan en el sensado y
transduccion de sefiales. Estudios fisiologicos sugieren que este dominio puede
interactuar con el asa S4-S5 del mismo canal reproduciendo la remocion de la region
amino-terminal de los canales hERG. Ademas, variantes troceados de canales erg que
presentan una ausencia parcial del dominio amino-terminal también exhiben una
rapida desactivacion (London B et al, 1997; Lees-Miller JP et al, 1997). Mutaciones
sustitutivas o modificacion quimica del asa S4-S5 de hERG presentan los mismos
efectos que la delecion en la region amino-terminal en la desactivacion del canal.
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Por tanto, las mutaciones asociadas al sindrome de QT largo en hERG aceleran la
relacion de desactivacion del canal. Es probable que este efecto sea causado por la
disrupcion de la interaccion del dominio amino-terminal con el asa S4-S5 en las
subunidades de hERG, que normalmente hacen mas lenta la cinética asociada con la
desactivacion del canal. La relacion incrementada de la desactivacion del canal reduce
la contribucion de la corriente de hERG a la repolarizacion cardiaca, resultando en
una elongacion de los potenciales de accion ventriculares y predisponiendo a los
individuos afectados a desarrollar arritmias potencialmente fatales (Chen J et al,
1999).

Revisando los resultados de esta tesis con respecto a la mutacion R56Q y los
efectos de la aplicacion del dofetilide se puede mostrar que la APD de todos los tipos
de células es mayor que las células WT, pero los incrementos de la prolongacion de la
APD son menores que en las células WT.

Se pudo observar el incremento de la dispersion de repolarizacion con la aplicacion
de las diversas concentraciones del dofetilide en todos los modelos. Se presenta un
aumento de la APDyj en todos los tipos de células dependiente de la concentracion
del dofetilide y este aumento es mayor en las células midmiocardicas y menor en las
células epicardicas en cada uno de los cuatro modelos.

En el modelo de adulto macho se tuvo un aumento de la APDy, en todos los tipos
de células, teniendo como resultado la prolongacion del potencial de accion en todos
los casos. Mientras que en el modelo de adulto hembra, se present6 la prolongacion
del potencial de accion en la célula epicardica con todas las concentraciones de
dofetilide y con la aplicacion de 10 nM de dofetilide en la célula endocardica; se
produjeron EADs con 30 y 100 nM en la célula endocardica. En tanto, se
presentaron EADs dramaticamente prolongadas sin repolarizacion en la célula
midmiocardica en todas las concentraciones de dofetilide. Para los modelos de
preadolescentes, en ambos casos se produjo prolongacion del potencial de accién en
todos los tipos de células, excepto en la célula midmiocardica que produjo EADs
dramaticamente prolongadas sin repolarizacion con todas las concentraciones de
dofetilide.

En una investigacion, reportada por el grupo de Berecki G, en donde se
implementd un modelo de la mutacién R56Q en el modelo celular ventricular humano
de Priebe-Beuckelmann (Berecki G et al, 2005), la mayor consecuencia de la
mutacion R56Q en las caracteristicas de células, epicardicas, midmiocardicas y
endocardicas fue la prolongacion en el potencial de accion. Los cambios més notables
fueron detectados en la fase 3 de repolarizacion, con una reduccidon neta en la
corriente Iyprg. Asi mismo, en esta investigacion se implemento el modelo de la
mutacion R56Q en un modelo experimental de cardiomiocito ventricular de conejo
para evaluar las acciones del faArmaco E-4031 a una frecuencia de estimulacion de
1Hz. Las corrientes Ix./Ingrg  elicitadas fueron marcadamente reducidas con la
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presencia del farmaco, resultando en una repolarizaciéon prolongada y en EADs
(Berecki G et al, 2005).

5.4.3 Efectos sobre células de la mutacion AS61V

Cada subunidad del canal hERG contiene seis dominios transmembrana (S1-S6)
flanqueados por regiones terminales amino N y carboxilo C, con una region del poro
que se extiende desde S5 a S6. Existen dos mecanismos moleculares propuestos para
explicar la reduccion de la corriente Ik./Ingrg en las mutaciones (Roden DM y Balser
JR, 1999; January CT et al, 2000), 1. Anormalidades en el coensamble o trafico, en
las cudles las subunidades mutantes no coensamblan con subunidades normales o no
son transportadas a la membrana celular (en ambos casos, el efecto neto puede
resultar en una reduccion del 50% en el nimero de canales funcionales, conocida
como insuficiencia halotipo y la 2. Formacion de canales defectuosos que incluyen
subunidades mutantes, con la proteina del canal alterada transportada a la membrana
celular (el canal disfuncional puede resultar en una reduccion de mas del 50% de la
funcion del canal, el llamado efecto dominante negativo).

La mutacion A561V interactia con las subunidades de células WT y esta
interaccion causa una reduccion en la cantidad total de canales hERG disponibles,
produciendo una corriente de hERG reducida (Kagan A et al, 2000). La mutacién
sustitutiva AS61V en el dominio del segmento transmembrana S5 de los canales de
potasio de hERG acelera la activacion y la inactivacion del canal.

La mutacion fue simulada modificando el término de la relacion de transicion entre
Cl 2> Oy Cl=>»1de (v-36) a (v-16) y reduciendo la conductancia maxima Gk, en
un porcentaje de 83% (Itoh H et al, 2009). Estas relaciones de activacion e
inactivacion incrementadas resultan en un cambio hacia la izquierda en Ia
dependencia de voltaje de la activacion y rectificacion.

Un estudio, reportado por el grupo de Kagan A (Kagan A et al, 2000), investig6 el
mecanismo de inhibicion dominante negativo de Ik./Ingrg por la mutacion A561V en
el sindrome de QT largo tipo 2 del gen hERG. Se reportd que la mutacion A561V
interactua con los canales WT de hERG y esta interaccion causa una reduccion en la
cantidad total de la proteina del canal hERG. Esta reduccion en la expresion de la
proteina es comparable a la supresion de la corriente causada por la coexpresion con
la mutacion. El grado con el cual la mutacion A561V reduce la corriente Ipprg de las
células WT se aproxima a lo que se podria predecir en una asociacion al azar entre
subunidades formando tetrdmeros, en donde cualquier cantidad de la proteina mutante
reduce completamente la funcion del canal. Se mostrdé que la reduccion dependiente
de la mutacidon en la corriente es paralela a la correspondiente disminucion de la
abundancia de células WT en hERG. Esta mutacion produce una supresion dominante
negativa del canal, que explicaria la naturaleza autosdmica dominante del sindrome de
QT largo tipo 2.
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La temperatura y el sistema de expresion heterdlogo son factores importantes
cuando se analizan las caracteristicas de hERG, el estudio de Kagan A et al, se
desarrolld a 37° C y con lineas celulares de mamifero HEK293 (Kagan A et al, 2000),
mostrando un grado mucho mayor del efecto de supresion dominante de la mutacion
A561V que el que habia reportado el grupo de Sanguinetti MC et al, en donde el
estudio se desarrolld con un sistema heterélogo de Xenopus oocytes, cuya expresion
toma lugar tipicamente a una temperatura de 18-22°C (Sanguinetti MC et al, 1996).

En una investigacion desarrollada por Bellocq C et al, reportd una reduccion del
70% de Ingrg causada por la mutacion AS61V, que produjé una elongacion del
potencial de accion (Bellocq C et al, 2004). Ademas de la reduccion en la amplitud de
la corriente, la mutaciéon modifico la dependencia de voltaje de la activacion y produjo
un cambio hacia potenciales mas negativos. En este estudio se ha propuesto que la
mutacién A561V produce los efectos dominantes negativos a causa de la reduccion en
la sintesis y el incremento en la degradacion de canales WT maés que a través de la
retencion del reticulo endoplasmico (Kagan A et al, 2000).

Mutaciones de aminoacidos frente al sensor de voltaje S1-S4 de hERG pueden
desbalancear la interacciones de las subunidades y el acoplamiento de la funcién del
sensado de voltaje a la apertura del canal. Ademas, la modificacion a la estructura del
dominio S5 puede también alterar la estabilidad del poro del canal. A causa que el asa
S4-S5 de hERG participa en la dependencia de voltaje y en la cinética de activacion y
desactivacion del canal, se puede sugerir que las mutaciones en la hélice S5, como es
el caso de la mutacion A561V, pueden ser el origen de los cambios en los canales
heterémericos por simples cambios alostéricos con repercusiones en la funcion de S4-
S5 (Bellocq C et al, 2004).

Con respecto a los resultados obtenidos en esta tesis en la mutacion AS61V 'y los
efectos causados por el dofetilide se puede indicar que la APD de todos los tipos de
células son mayores que en las células WT y de la mutacion R56Q, pero los
incrementos de la prolongacion de la APD son menores que en las células WT y en la
mutacion R56Q.

Es claro que el incremento de la dispersion de repolarizacion con la aplicacion de
las diversas concentraciones del dofetilide en todos los modelos. Se presenta un
aumento de la APDyj en todos los tipos de células dependiente de la concentracion
del dofetilide y este aumento es mayor en las células midmiocardicas y menor en las
células epicardicas en cada uno de los cuatro modelos.

En el modelo de adulto macho se tuvo un aumento de la APDy, en todos los tipos
de células, teniendo como resultado la prolongacion del potencial de accion en todos
los casos, excepto en las células midmiocéardicas que produjeron EADs con las
concentraciones de 30 y 100 nM. Mientras que en el modelo de adulto hembra, se
present6 la prolongacion del potencial de accion en la célula epicardica con todas las
concentraciones de dofetilide; se produjeron EADs con 10, 30 y 100 nM en la célula
endocardica. En tanto, se presentaron EADs dramaticamente prolongadas sin
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repolarizacion en la célula midmiocérdica en todas las concentraciones de dofetilide.
Para los modelos de preadolescentes, en ambos casos se produjo prolongacion del PA
en todos los tipos de células, excepto en la célula midmiocardica que produjo EADs

dramaticamente prolongadas sin repolarizacion con todas las concentraciones de
dofetilide.

En esta mutacion se puede ver que aunque se tienen menores incrementos de
prolongacion de la APD que en las células WT o de la mutacion R56Q, las
dispersiones de repolarizacion son mayores.

En 1995, Curran ME et al, identificaron por primera vez esta mutacion A561V, en
donde se substituye una alanina por una valina, analizando y haciendo un registro
fenotipico de 5 familias cuyos miembros habian desarrollado las caracteristicas del
sindrome de QT largo, incluyendo: la prolongacion del intervalo QT, la historia
clinica de sincopes cardiacos, paradas cardiorrespiratorias recuperadas o muerte subita
(Curran ME et al, 1995).

Se ha dado por hecho, que cada paciente afectado por SQTL tenga un intervalo QT
prolongado, esto implica que la penetrancia sea del 100% o cercana a ello. La
penetrancia representa la probabilidad para un individuo con un afectado genotipo a
manifestar los signos clinicos de una enfermedad y esto tiene importantes
implicaciones en el manejo clinico del paciente y sus familiares (Priori SG et al,
1999).

La penetrancia de una mutacion puede ser bastante variable dependiendo de la
familia, pero también entre los portadores del gen en la misma familia, como fue
reportado para la mutacion A561V por Priori SG et al (Priori SG et al, 1999). En
donde se identifico a familias con casos esporadicos de SQTL, es decir, familias en
las cudles, al lado del probando, ninguno de los demds miembros de la familia
presentaban signos clinicos de la enfermedad. Este estudio demostré que en algunas
familias, el sindrome de QT largo puede aparecer con una baja penetrancia. En el caso
de la mutacion A561V se tuvo una familia con una penetrancia del 25% (Priori SG et
al, 1999). Mientras que en otro estudio con esta misma mutacion (Napolitano C et al,
1997) se report6 una familia con una penetrancia del 100%.

5.4.4 Efectos sobre células de la mutacion G604S

La mutacion G604S  exhibe una supresion dominante negativa de corriente,
resultando en una disminucién de la densidad de corriente y unas propiedades
alteradas de la cinética del canal hERG, asi como una interferencia en el trafico de la
proteina de hERG (Huo J et al, 2008). La mutacion sustitutiva G604 en el dominio
entre el segmento transmembrana S5 y el poro de los canales de potasio de hERG
acelera la inactivacion y la recuperacion de la inactivacion del canal.
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La mutacion fue simulada modificando el término de la relacion de transicion entre
I & O de (vt25) a (v+35) y reduciendo la conductancia maxima Gk, en un
porcentaje de 70.4% (Itoh H et al, 2009). Estas relaciones incrementadas de
inactivacion y recuperacion de la inactivacion resultan en un cambio hacia la
izquierda en la dependencia de voltaje de la inactivacion y recuperacion de la
inactivacion.

Una investigacion del grupo de Huo J reportd que la coexpresion de la mutacion
G604S y las células WT de hERG redujeron la maxima densidad de corriente en un
75.9% y la méaxima densidad de corriente de cola en un 70.2% comparado con la
expresion de células WT solas, sugiriendo que la mutacion G604S suprime la funcion
de los canales de células WT en una forma dominante negativa compatible con el
fenotipo clinico del SQTL tipo 2 (Huo J et al, 2008). Ademas, este estudio mostrod que
la mutacion G604S modifica las propiedades cinéticas de los canales WT-hERG.
Estudios previos han demostrado la importancia de la regién S5/poro en las
propiedades cinéticas del canal hERG, particularmente en la rapida inactivacion del
tipo C (Dun J et al, 1999; Vandenberg JI et al, 2004). La hélice o de S5P
fundamental para una inactivacion normal y las mutaciones en esta hélice tienen un
marcado efecto en la dependencia de voltaje de la inactivacion (Clarke C et al, 2006).
El estudio de Huo J et al demostré un papel principal de la region S5/poro en la
inactivacion de los canales de hERG (Huo J et al, 2008).

Las células coexpresadas de WT-hERG con las de la mutaciéon G604S no
mostraron cambios en la activacion o desactivacion comparadas con células WT
expresadas solas. En cambio, las células coexpresadas de WT-hERG con las de la
mutacion G604S mostraron una dependencia de voltaje que produjé un cambio a
potenciales mas negativos, un proceso de inactivacion mas rapido y una mas rapida
recuperacion de la inactivacién comparadas con células WT-hERG (Vandenberg JI et
al, 2004).

Los resultados del estudio de Huo J et al demostraron que la mutacion G604S en
hERG causa una deficiencia en el trafico de los canales WT. La deficiencia en el
trafico ha estado implicada en previos estudios de la disfuncion del canal hERG
(Zhou Z et al, 1999). Diversas mutaciones como N470D, A561V, y R1014X
localizadas en las regiones del terminal N, S5 o en el poro han mostrado causar
defectos en el trafico resultando en grandes reducciones en la corriente y un marcado
decremento en la expresion de la superficie celular en los canales hERG (Gong Q et
al, 2004a; Ficker E et al, 2000; Gong Q et al, 2004b). También, en un estudio
realizado por el grupo de Anderson CL (Anderson CL et al, 2006) se sugirié que las
mutaciones del canal hERG que presentan un deficiente trafico en su proteina
representan el mecanismo dominante para la disfuncién del canal hERG. Por tanto,
los estudios realizados en la mutacion G604S demuestran el importante papel del
trafico deficiente en el sindrome de QT largo tipo 2.
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Con respecto a los resultados presentados en esta tesis doctoral. En comparacion a
la mutacién A561V, aunque las APDy, fueron similares en las células epicardicas de
los 4 modelos, en los adultos machos de la mutacion A561V fueron mayores los
incrementos de prolongacion de la APD que los de la mutacién G604S; en tanto que
en los adultos hembras, los incrementos de prolongacion de la APD son iguales para
10 y 30 nm de dofetilide, pero para 100 nM el porcentaje de prolongacion es mayor
en la mutacion G6048S.

Como en los casos anteriores de mutaciones y de las céluals WT, se observo el
incremento de la dispersion de repolarizacién con la aplicaciéon de las diversas
concentraciones del dofetilide en todos los modelos. Se presenta un aumento de la
APDy en todos los tipos de células dependiente de la concentracion del dofetilide y
este aumento es mayor en las células midmiocardicas y menor en las células
epicardicas en cada uno de los cuatro modelos.

En el modelo de adulto macho se tuvo un aumento de la APDy, en todos los tipos de
células, teniendo como resultado la prolongacion del potencial de accion en todos los
casos, excepto en las células midmiocardicas que produjé EAD con la concentracion
de 100 nM. Mientras que en el modelo de adulto hembra, se presentd la prolongacion
del potencial de accion en la célula epicardica con todas las concentraciones de
dofetilide; se produjeron EADs con 10, 30 y 100 nM en la célula endocérdica. En
tanto, se presentaron EADs dramaticamente prolongadas sin repolarizacion en la
célula midmiocérdica en todas las concentraciones de dofetilide.

Para los modelos de preadolescentes, en el caso del modelo del preadolescente macho
se produjé una EAD en la célula endocardial con la aplicacion de 100 nM mientras
que en ambos modelos se producian prolongacion del PA en todos los demads tipos de
células, excepto en la célula midmiocérdica que produjo EADs dramaticamente
prolongadas sin repolarizacion con todas las concentraciones de dofetilide.

En un anélisis mutacional reportado por el grupo de Jongbloed RJE, se encontr6 la
mutacion G604S, por primera vez, en un estudio de familias holandesas (Jongbloed
RJE et al, 1999). La patogénesis de las mutaciones fue establecida por analisis
genéticos y estudios de genotipo-fenotipo se realizaron para analizar el impacto de las
mutaciones identificadas.

En un estudio realizado por el grupo de Zhang Y et al en China (Zhang Y et al,
2006) se describio el pedigree genotipo-fenotipo de una familia china de 36
miembros, de los cuales a 10 miembros se les identifico la mutacion G604S,
localizada en la region S5/poro del canal hERG. Estos 10 portadores de la mutacion
del gen, 6 varones y 4 mujeres, presentaron una prolongacion del intervalo QT
corregido (QTc= 492+12 ms) y siete de ellos, 4 varones y 3 mujeres, habian tenido
multiples episodios de sincope cardiaco, los 4 hombres tuvieron su primer sincope a
las edades de 10, 12 14 y 15 afios; mientras que las mujeres lo tuvieron a los 15, 16y
20 afios. Un analisis retrospectivo de registros de ECG documentados reveld que un
miembro mas de la familia, quién habia muerto repentinamente, habia tenido un
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intervalo de QT prolongado. Este estudio fue el primero en demostrar la cercana
correlacion entre el fenotipo clinico y el genotipo con una alta penetrancia basado en
el pedigree de una familia china con el sindrome de QT largo tipo 2.

La region del poro del canal hERG se ha definido como el 4rea que se extiende
desde el dominio S5 hasta la porcién media del dominio S6, un area que integra a la
cadena de residuos de aminoacidos del 550 al 650. En un estudio clinico realizado
por el grupo de Moss AJ et al (Moss AJ et al, 2002) se reportd que los pacientes del
sindrome de QT largo tipo 2 con mutaciones en la region del poro del gen hERG
tienen un considerable mayor riesgo de desarrollar arritmias relacionadas a eventos
cardiacos que los pacientes con mutaciones en regiones diferentes al poro. Estos datos
de un nimero mayor de eventos cardiacos en pacientes con mutaciones en el poro son
consistentes con las informaciones de efectos electrofisioldgicos reportados en las
mutaciones del canal hERG, en donde las mutaciones en la region del poro tienen un
mayor efecto dominante negativo en la corriente Ik./Ingrc que las mutaciones no
localizadas en el poro (Roden DM y Balser JR, 1999; January CT et al, 2000). En este
estudio de Moss AJ et al se reportaron 6 individuos portadores de la mutacion A561V
y 2 individuos portadores de la mutacion G604S.

5.4.5 Efectos del bloqueo de Ik,/Iygrc por mutaciones y farmacos

Haciendo una revision comparativa en los resultados de los modelos desarrollados
en esta tesis doctoral de las 3 mutaciones en el canal hERG (R56Q, A561V, G604S).
Se puede observar que la mutacion R56Q se localiza en el dominio Per-Arnt-Sim
(PAS) en la region terminal N del canal hERG, mientras que las otras dos mutaciones
(A561V y G604S) se encuentran en la region del poro del canal que incluye la cadena
de residuos de aminodacidos del 550 al 650.

Por los efectos electrofisioldgicos presentados en las tres mutaciones con respecto
a prolongacion de la APD, aparicion de EADs y DOR se concluye que las células de
las mutaciones R56Q, A561V y G604S tienen una condicién proarritmica con
respecto a las células WT.

Tomando en cuenta los reportes electrofisiologicos y los estudios clinicos de las 3
mutaciones y las células WT del canal hERG en la literatura, los cuales concuerdan
con los resultados de esta tesis, se puede indicar que la mutaciéon que presenta un
mayor riesgo de desarrollar eventos cardiacos mas peligrosos para la salud seria
G604S > A561V > R56Q > WT.

Lo anterior concuerda con los estudio clinicos realizados por los grupos de Moss
AJ et al y Shimizu W et al (Moss AJ et al, 2002; Shimizu W et al, 2009) que
reportaron que los pacientes del sindrome de QT largo tipo 2 con mutaciones en la
region del poro del gen hERG tienen un considerable mayor riesgo de desarrollar
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arritmias relacionadas a eventos cardiacos que los pacientes con mutaciones en
regiones diferentes al poro.

Revisando los resultados de las diferencias relacionadas al sexo y la edad con
respecto a las mutaciones en el canal hERG (SQTL congénito) y el producido por la
prolongacion de la APD, EADs y DOR debido a la aplicacion del dofetilide (SQTL
adquirido o inducido por farmacos) se puede indicar que la prevalencia de las
hembras adultas a desarrollar el sindrome de QT largo, tanto congénito como
inducido por farmacos, es muy notoria con respecto a los machos adultos.

La alta incidencia de eventos arritmicos en mujeres, especialmente la taquicardia
ventricular en Torsade de Pointes, se ha descrito en relacion con los sindromes del QT
largo, tanto congénito como adquirido (Moss AJ et al, 1991; Ebert SN et al, 1998;
Locati EH et al, 1998; Lehmann MH et al, 1997; Rashba EJ et al, 1998; Zareba W et
al, 2003; Schwartz PJ et al, 2006, Goldenberg I y Moss AJ, 2008). Los resultados del
Registro Internacional del sindrome del QT largo congénito y de los estudios con
farmacos antiarritmicos en la producciéon de efectos proarritmogénicos han
proporcionado una cierta informacién sobre los posibles mecanismos. En el registro
del sindrome QT largo congénito, el 58% de los miembros afectados eran mujeres
(Locati EH et al, 1998). Asimismo, las mujeres con sindrome de QT largo congénito
tienen un riesgo aumentado de acontecimientos cardiacos durante el periodo del
posparto (Moss AJ et al, 1991; Lehmann MH et al, 1997; Rashba EJ et al, 1998).

En el estudio realizado por el grupo de Makkar RR et al (Makkar RR et al, 1993),
tras revisar los casos de 332 pacientes que tuvieron Torsade de Pointes inducidos por
farmacos, encontraron que el 70% eran mujeres; este predominio fue independiente de
la funcion ventricular izquierda, las alteraciones electroliticas y el intervalo QT basal.

El estudio SWORD (Pratt CM et al, 1998) con sotalol finalizd precozmente
debido a la mortalidad creciente con el fArmaco respecto al placebo. Se demostré un
aumento de 4,7 veces en el riesgo de proarritmia y muerte subita en mujeres, dato que
fue corroborado en varios estudios posteriores también con el uso de sotalol en
diversas poblaciones de pacientes (Lehmann MH et al, 1997).

El estudio realizado por el grupo de Woosley et al (Woosley RL et al, 1993) de la
arritmia Torsade de Pointes con el firmaco terfenadine tuvo una proporcion de
mujeres y hombres de 60/40. Otro estudio realizado por Drici et al de la arritmia TdP
con el farmaco erythromycin reportd una proporcion mujer/varéon de 70/30 (Drici MD
et al, 1998). Mientras que un estudio llevado a cabo por el grupo de Renoehl et al, de
la arritmia TdP con el farmaco probucol, indic6é una proporcion de mujer/hombre de
94/6 (Renoehl J et al, 1996).

Con respecto a los resultados en preadolescentes, éstos muestran efectos muy
similares en la prolongacion de la APD, EADs y DOR entre machos y hembras,
aunque con una cierta prevalencia en los preadolescentes machos principalmente en
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algunos de los efectos electrofisioldgicos reportados en mutaciones y con la reserva
de repolarizacion reducida, haciendo reversible la diferencia relacionada al sexo con
respecto a los adultos.

Los resultados del Registro Internacional del sindrome del QT largo congénito
mostraron que los varones eran mas propensos a experimentar sincope y muerte subita
de etiologia desconocida hasta la pubertad; después de esta edad, la predisposicion fue
mayor en las mujeres (Locati EH et al, 1998). Ademas, el estudio de Locati EH et al
reportd que el género masculino estd independientemente asociado con un
significativo 85% y un 72% de incremento entre probandos y miembros de familia
afectados respectivamente, en el riesgo de eventos cardiacos, incluyendo sincope,
parada cardiorespiratoria recuperada y muerte stbita antes de la edad de 15 afios.
Mientras que el riesgo se hace reversible en género después de los 14 afios, ya que
mostré un 87% de incremento en el riesgo de eventos cardiacos en las mujeres
comparados con varones entre probandos y 3.3 veces mas incremento en el riesgo
entre miembros de familia afectados.

El estudio de Zareba et al (Zareba W et al, 2003) reportd que durante la nifiez, los
varones con sindrome de QT largo tipo 1, exhiben un incremento del 71% en el riesgo
de primer evento cardiaco comparados con las correspondientes nifias, mientras que
las diferencias relacionadas al sexo no fueron significativas entre los portadores de
genes de los sindromes de QT largo tipo 2 y 3 durante el mismo periodo de tiempo.

Consistente con los resultados del estudio de Locati el al (Locati EH et al, 1998),
este estudio mostrd un riesgo de género reversible después de la edad de 16 anos, en
el cudl, el riesgo de eventos cardiacos fue mas de 3 veces entre mujeres portadoras del
sindrome de QT largo tipo 1 y 2 comparadas con los portadores hombres del mismo
sindrome.

Estudios mas recientes del Registro Internacional de SQTL, en los cudles factores
de riesgo para eventos cardiacos potencialmente fatales (parada cardiorespiratoria
recuperada y muerte subita) fueron investigados (Hobbs JB et al, 2006; Sauer AJ et
al, 2007; Goldenberg I et al, 2008) y mostraron que la reversibilidad del riesgo de
género dependiente de la edad puede ser més severo y a una edad mayor. En un
estudio de 3.105 niflos portadores del sindrome de QT largo, la probabilidad
acumulativa del primer evento cardiaco potencialmente fatal entre las edades de 1 a
12 afios fue de 5% en nifos comparado con solo el 1% en nifas (Goldenberg I et al,
2008). Mientras que la investigacion del grupo de Hobbs JB (Hobbs JB et al, 2006),
reporto que el riesgo del primer evento cardiaco potencialmente fatal entre las edades
de 12 a 20 afios no fue significativa en la diferencia relacionada al sexo. La
reversibilidad del riesgo a la diferencia relacionada al género con respecto a parada
cardiorespiratora recuperada y muerte subita ocurrié después de los 20 afios. En tanto
que el estudio del grupo de Sauer AJ (Sauer AJ et al, 2007), reporté que durante la
adultez, en un andlisis de 812 pacientes con mutaciones confirmadas del SQTL, las
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mujeres tenian un incremento 3 veces mayor en el riesgo de parada cardiorespiratoria
recuperada y muerte stibita comparadas con los hombres.

El riesgo asociado con el género femenino en el periodo de la postadolescencia
puede estar relacionado a factores hormonales. Los andrégenos han mostrado ampliar
la prolongacion del intervalo QT en respuesta al farmaco quinidine (Drici MD et al,
1996) y también puede estar asociado al acortamiento del intervalo QT en los
hombres después de la nifiez. En contraste, los estrogenos han mostrado modificar la
expresion de los canales de potasio y pueden tener un efecto bloqueador en Ik
dependiente de la concentracion o dosis (Boyle M et al, 1987). La posible relacion
entre las hormonas femeninas y el riesgo proarritmico es respaldado por un estudio
reciente del Registro Internacional de SQTL (Seth R et al, 2007), en el cual muestra
un significativo incremento en el riesgo de eventos cardiacos en el periodo postparto,
principalmente entre mujeres que fueron identificadas de ser portadoras del genotipo
del sindrome de QT largo tipo 2, debido al canal hERG.

Gran variedad de farmacos utilizados en diversas especialidades médicas pueden
ocasionar el alargamiento del intervalo QT. Incluso, algunos medicamentos han sido
retirados del mercado por este efecto colateral (Roden DM, 2004; Viskin S et al,
2003). Las arritmias ventriculares secundarias a firmacos antiarritmicos se presentan
en menos de un caso por cada 3.000-5.000 expuestos, mientras que a fairmacos no
antiarritmicos se presentan en menos de un caso por cada 10.000-100.000 expuestos.
Considerando que los estudios clinicos incluyen entre 2.000 y 3.000 sujetos, es facil
que este indeseable y fatal efecto secundario escape a la detecciéon como un efecto
adverso en la fase clinica del desarrollo de farmacos (Fitzgerald PT y Ackermann MJ,
2005).

Este punto ha generado enorme interés en lo que se refiere a aspectos de seguridad
en el estudio y la generacion de nuevos farmacos. Los factores relacionados con la
susceptibilidad individual son: sexo femenino, hipocalcemia, hipomagnesemia,
bradicardia, insuficiencia cardiaca congestiva, poscardioversion, fibrilacion auricular,
hipertrofia ventricular izquierda, SQTL no detectado, polimorfismos predisponentes y
altas concentraciones séricas de los firmacos predisponentes (Roden M , 2006).

El canal que por excelencia interacciona con farmacos es el Ik,, codificado por el
gen KCNH2 (hERG). Esto se debe a la estructura molecular de este canal, mientras
que otros canales de potasio tienen 2 residuos prolina que se inclinan en forma
angulada hacia el poro del canal disminuyendo su lumen. Ik, carece de ellos, lo que
genera un vestibulo del poro mas amplio y facilita su exposicion a grandes moléculas.
Por el contrario, tiene dos residuos aromaticos (tirosina y fenilalanina) que facilitan
enlaces con moléculas aromaticas presentes en diversos farmacos capaces de bloquear
el canal hERG (Abriel H et al, 2004).

El SQTL tiene penetrancia incompleta y hay portadores asintomdticos de
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mutaciones que pueden manifestar arritmias malignas al recibir alguno de estos
farmacos. Por otro lado, polimorfismos considerados frecuentes en la poblacion
confieren susceptibilidad individual a desarrollar Torsade de Pointes con el uso de
farmacos, como sucede con el polimorfismo R1047L, el segundo observado con mas
frecuencia en hERG y que se ha asociado con Torsade de Pointes con el uso del
farmaco dofetilide (Sun Z et al,2004). Se han descrito por lo menos 20 polimorfismos
en sujetos sanos en el gen hERG y su efecto en la susceptibilidad individual a
desarrollar arritmias malignas relacionadas con farmacos estd por determinar
(Ackermann MJ et al, 2003).

5.5 Limitaciones del estudio

Para desarrollar los modelos computacionales de adulto macho, adulto hembra,
preadolescente macho y preadolescente hembra se ha utilizado como base el modelo
de Faber-Rudy 2000 para potenciales de accién ventriculares de cobaya, aunque
modificando diversas corrientes i6nicas del modelo que estdn basadas en datos
experimentales de diferentes especies de mamiferos (ratdén, cobaya, conejo, perro y
humano). Lo anterior debido a que a la fecha no se cuenta con datos experimentales
de las corrientes ionicas de una sola especie para llevar a cabo las modificaciones
pertinentes para obtener los modelos que presenten las diferencias relacionadas a sexo
y edad. Por tanto, al tener resultados simulados de una combinacion de especies, no se
ha podido contrastar estos resultados directamente con resultados experimentales de
una especie especifica. Sin embargo, en esta tesis se han comparado los resultados
simulados a resultados experimentales y clinicos de diversas especies con respecto a
efectos electrofisiologicos como la prolongacion de la APDy, la susceptibilidad a
incidencias de EADs y DOR, asi como a datos clinicos de duracion de intervalo QT.

La utilizacion de sistemas heterdlogos de lineas de células de mamiferos como el
canal hERG ha permitido profundizar en el conocimiento de mecanismos subyacentes
a nivel molecular, aunque también tiene sus desventajas. A pesar de que los estudios
biofisicos en canales i6nicos mutados estan permitiendo una caracterizacion detallada
de los mecanismos moleculares subyacentes a las canalopatias, el entendimiento
integral de su fisiopatologia requiere conocer el papel que los canales juegan en su
contexto celular y sistémico. Debe hacerse notar aqui que en muchos casos las
mutaciones asociadas a ciertas enfermedades han podido ser plenamente
identificadas; sin embargo, los mecanismos por los cuales dichas mutaciones causan
el fenotipo anormal no estan tan claramente definidos. Pese a ello, el analisis genético
exhaustivo en combinacion con estudios funcionales detallados de los canales i6nicos
proveen una oportunidad singular para el entendimiento integral de las consecuencias
que las alteraciones en estas proteinas podrian tener en la fisiopatologia de algunas
enfermedades hereditarias o adquiridas humanas y podria, asimismo, generar nuevas
oportunidades para el diagnostico temprano y el tratamiento oportuno de dichas
alteraciones; es asi que en esta tesis se ha investigado la interaccion de mutaciones en
diferentes localizaciones del canal hERG y los cambios inducidos por el farmaco

187



Capitulo V Discusion

dofetilide, presentando resultados en la combinacion de efectos causados por el SQTL
congénito y el SQTL adquirido o inducido por farmacos.

En esta tesis se han presentado los resultados obtenidos a nivel celular y en una
fibra unidimensional, estos resultados han permitido analizar los sindromes de QT
largo, tanto el congénito, a través de mutaciones; como el inducido por farmacos, al
investigar los efectos del dofetilide. Aunque estudios en 2D, 3D del corazoén y el torso
humano seran necesarios para tener un conocimiento integral de estas canalopatias.
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CAPITULO VI.- CONCLUSIONES

En esta tesis doctoral se han formulado nuevos modelos computacionales que
permiten simular las diferencias relacionadas al sexo y la edad en mamiferos. Los
modelos de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente
hembra incluyen las caracteristicas electrofisiologicas de tejidos epicardico,
midmiocardico y endocardico haciendo posible la simulacion de la heterogeneidad
transmural del ventriculo.

Se modelizaron los efectos del farmaco antiarritmico dofetilide con la formulacion
Markov y se simularon la accion de este fA&rmaco en los modelos de adulto macho,
adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra, tanto en células de
cardiomiocitos como células del canal hERG, incluidas tipo WT y de mutaciones en
condiciones normales como en condiciones patologicas.

A continuacion se resumen las principales conclusiones de este trabajo
relacionandolas con los objetivos expuestos en el capitulo II.

1.- Desarrollar modelos matemdticos que representen tejido ventricular a nivel
celular y fibra unidimensional para adulto macho, adulto hembra, preadolescente
macho y preadolescente hembra de mamifero.

Se han desarrollado doce modelos computacionales para adulto macho, adulto
hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra tomando en cuenta la
heterogeneidad de los tejidos epicardico, midmiocéardico y endocéardico basados en
datos experimentales de varias especies de mamiferos. Asi mismo, se ha desarrollado
el modelo de una fibra heterogénea unidimensional de tejido ventricular compuesta de
400 células (150 células de tejido endocardico, 150 célula de tejido midmiocardico y
100 células de tejido epicardico) para adulto macho, adulto hembra, preadolescente
macho y preadolescente hembra, y se han modelizado y simulado sus respectivos
pseudo-ECGs.

2.- Modelizar la accion del farmaco dofetilide en el canal del gen hERG.

Se elabord el modelo matematico de la accion del firmaco dofetilide con la
formulacion de Markov, utilizando la hipotesis del receptor guardado y los resultados
se ajustaron y contrastaron con resultados experimentales.

3.- Evaluar los efectos del farmaco dofetilide a nivel celular y fibra unidimensional
en tejidos ventriculares de adulto macho, adulto hembra, preadolescente macho y
preadolescente hembra en condiciones normales y condiciones patologicas.
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Los resultados simulados concuerdan con datos experimentales y clinicos. En
condiciones normales, tanto en humanos como en diferentes especies (conejo, perro,
cobaya y ratéon), el adulto hembra tiene una APD mayor en todos los tejidos
ventriculares que el adulto macho, contribuyendo a que tenga un intervalo QT maés
largo. En preadolescentes, la APD de la joven hembra es ligeramente mayor que la del
joven macho, aunque sus intervalos QT son similares.

Con la aplicacion del dofetilide, en los adultos, estas diferencias aumentan,
haciendo que el adulto hembra tenga una mayor prolongacion de la APD, una
dispersion de repolarizacion incrementada, una mayor vulnerabilidad a la aparicion
de EADs, un intervalo QT mads largo y por lo tanto, a una mayor propension a
arritmias del tipo TdP que el adulto macho. Mientras que en preadolescentes, el
macho presenta una mayor prolongacion de la APD, mayor incidencia de EADs, un
intervalo QT mas largo y es mas vulnerable al bloqueo de Ik, comparado a la
preadolescente hembra, principalmente en determinada concentraciones del farmaco
dofetilide y en condiciones de reserva de repolarizacion reducida, mostrando que la
diferencias relacionadas al sexo en el fenotipo del sindrome de QT largo es reversible
que en los adultos, aunque en menor medida.

4.- Modelizar tres mutaciones del sindrome de QT largo del tipo 2 (hERG).

Se elaboraron los modelos matematicos de 3 mutaciones en el canal hERG (R56Q),
A561V, G604S). Por los efectos electrofisioldgicos presentados en las tres mutaciones
con respecto a prolongacion de la APD, apariciéon de EADs y DOR se concluye que
las células de las mutaciones R56Q, A561V y G604S tienen una condicion
proarritmica con respecto a las células WT.

Tomando en cuenta los reportes electrofisioldgicos y los estudios clinicos de las 3
mutaciones y las células WT del canal hERG en la literatura, los cuales concuerdan
con los resultados de esta tesis, se puede indicar que la mutaciéon que presenta un
mayor riesgo de desarrollar eventos cardiacos mas peligrosos para la salud seria
G604S > A561V > R56Q > WT.

5. Evaluar los efectos del farmaco dofetilide en células tipo silvestre WT y en
células de las 3 mutaciones modelizadas del canal hERG en los modelos de adulto
macho, adulto hembra, preadolescente macho y preadolescente hembra.

El modelo matematico del dofetilide con la formulacion de Markov se incorpor6 a
las células WT y a las células de las tres mutaciones del canal hERG en el modelo
celular ventricular de Faber-Rudy. En base a los resultados en las diferencias
relacionadas al sexo y la edad con respecto a las mutaciones en el canal hERG
(SQTL congénito) y el producido por la prolongacion de la APD, EADs y DOR
debido a la aplicacion del dofetilide (SQTL adquirido o inducido por firmacos) se
puede indicar que la prevalencia de las hembras adultas a desarrollar el sindrome de
QT largo, tanto congénito como inducido por farmacos, es muy notoria con respecto a
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los machos adultos. Con respecto a los resultados en preadolescentes, €éstos muestran
efectos muy similares en la prolongacion de la APD, EADs y DOR entre machos y
hembras, aunque con una cierta prevalencia en los preadolescentes machos
principalmente en algunos de los efectos electrofisioldgicos reportados en
mutaciones y con la aplicaciéon de algunas concentraciones del farmaco dofetilide,
haciendo reversible la diferencia relacionada al sexo con respecto a los adultos.

LINEAS FUTURAS DE INVESTIGACION

Se puede concluir que tanto las mutaciones responsables del sindrome de QT largo
tipo 2 congénito como los fArmacos que producen el sindrome de QT largo adquirido
actian produciendo el mismo efecto final, la reduccion de la corriente Ix./Ingrc
generada durante la repolarizacion, que es una de las responsables de la elongacion
del intervalo QT en el ECG.

El hallazgo de que solo un numero reducido de los individuos expuestos a
farmacos que prolongan el intervalo QT presentan el riesgo de desarrollar un SQTL
adquirido sugiere la presencia de una predisposicion genética como causa de esta
respuesta anormal. Es pues posible, que otros factores distintos de los genéticos
(hormonales, sexo femenino, desbalance del tono vegetativo) podrian producir
variaciones en el fenomeno genético. Otra posible explicacion, es que los canales no
son disfuncionales, pero interactuan con los firmacos de forma diferente a coémo lo
hacen los canales normales. El conocimiento de que un niimero creciente de farmacos
de utilizacion clinica prolonga el intervalo QT y exponen al paciente a arritmias
potencialmente fatales plantea cuatro retos a la investigacion:

1).- Disefiar farmacos que presenten un minimo riesgo de prolongar en forma
peligrosa el intervalo QT del ECG o incremente la dispersion transmural de
repolarizacion cardiaca, lo que implica conocer la estructura, funcion y regulacion de
los canales que determinan la repolarizacion tanto en condiciones normales como
patolégicas. En particular, se debe conocer como diversas patologias (cardiopatia
isquémica, hipertrofia ventricular izquierda, insuficiencia cardiaca) modifican la
funcién de los canales i6nicos y/o su regulacion endogena produciendo una reserva de
repolarizacion reducida. Para cumplir lo anterior, los modelos in silico seran de gran
ayuda, pues son una herramienta poderosa para tener un conocimiento mas profundo a
nivel molecular, celular, de tejido, de 6rganos y sistémico de las funciones del cuerpo
humano, asi también estos modelos ayudan a conocer mejor las interacciones de los
diversos farmacos con sus receptores farmacologicos respectivos.

2).- Mejorar la identificacion de los individuos que tienen un alto riesgo de

presentar una TdP cuando se exponen a situaciones que prolongan el intervalo QT
(farmacos, cardiopatia isquémica, bradicardia, hipopotasemia, sexo femenino y en
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menor medida el preadolescente varon) y poder correlacionar los diversos fenotipos
clinicos (morfologia del intervalo QT) con defectos geneticos especificos.

3).- Conocer las alteraciones genéticas de los canales i6nicos abren la posibilidad
de desarrollar terapéuticas especificas, es decir, tender a una medicina individualizada
que en primer término, pueda separar a los grupos de pacientes por género, edad y
condicién genética.

4.- Desarrollar pruebas y equipos de diagnostico genético sencillos, que permitan
conocer a los individuos de mayor riesgo en los que el primer sintoma puede ser una
muerte subita o una susceptibilidad a padecer arritmias malignas. El desarrollo de
estas pruebas y equipos requerird el trabajo interdisciplinario de electrofisidlogos,
médicos clinicos e ingenieros con una formacion biomédica, electronica y de
instrumentacion.
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Anexo 1. Modelo Faber - Rudy para el potencial de accion ventricular en
miocitos de cobaya

Consideraciones geométricas

Dimensiones de la célula:  Largo: L=100 pm - Radio: r=11 um
Volumen celular: Vea=nr’L=38-107 uL

Area geométrica de la membrana: Age,= 2 2mr=0.767-10* cm?

Area capacitiva de la membrana: Acap= RegrAgeo=1.534 10 cm?
Volumen del mioplasma: Vinyo= 0.68 - Vce=25.84- 107 uL
Volumen mitocondrial: Vimite= 0.26 - Ve=9.88:107° pL
Volumen del RS: Vsr=0.06  Ve=2.28-10° pL

Virs= 0.0552 - Veer=2.098-10° uL
Vsg=0.0048 - V¢=0.182-10° puL
Volumen del espacio intersticial Ves=(12%/88%) - Veen=5.1 82107 uL

Capacidad especifica de la membrana celular: Cm=1pF/cm’

2 Concentraciones ionicas normales

[K']o= 4.5 mmol/L
[K']i= 145 mmol/L
[Na']o= 140 mmol/L
[Na'];= 10 mmol/L
[Ca*]o= 1.8 mmol/L

[Ca® ;= 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 C/mol

(F)

Constante de Boltzman J/(mol°K)
(B)

Conductancias mS/uF
Tiempo ms

Ecuacion de cambio de las concentraciones:

I

s

dt V., Z:-F

d[s],. A E

donde [S]; es la concentracion del i6n S, la I es la suma de la corrientes i6nicas en la
que participa dicho i6n, F es la constante de Faraday.

4 Ecuaciones de las corrientes ionicas

= Corriente de rapida de sodio (In,)

Iyg=Gna m® -hej-(V =Ey,)
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donde G, es la conductancia méxima 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:

[Na]g)

[Na]

R T
ENa =T' In

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 estdn
determinadas por la ecuacion:

dy/dt=(ys -y)/Ty;
T, =1/(a, +B,)
Voo =0y (0L, +P,)

dm
E=am'(1_m)_ﬁm'm

_032(V+47.13)
m = 01V +47.13)

=V
B, =0.08-¢!l

dh
A, (=h)=B, h
” p(L=h) =B,

(o, =0
ParaV = -40mV = 1B, = }/+10.66
0.13(1+e —11.11 )
(80+V)
ParaV < -40mV = Jo, = 0.135-¢ —68
B, = 356979 4 3.1.10% .03

dj . .
=0y (=))=B;

OLI = O
ParaV = -40mV = } (—2535~10‘7~V)

_03-e

Bj= 1+e-o.1-(1/+32)

[ €1.2714-105 02 34741075 - 7008V )(V+37.78)

o= |3 0311 (7+7923)
ParaV <-40mV = |

01212 (-0-010527)
Bj= | 4 o~ 0-1378(7+40.14)
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= Corriente de calcio a través de los canales tipo L (Ica1)

Icar) =1ca +1ca,x +1Ca,Na
leg=d [ fea1Ca
Ica,x =d [ fca 1Cak

ICa,Na =d'f'fCa “ICa,Na

donde Ica, Icax ¥ lcana €stan definidas por las siguientes ecuaciones:

V-F
Zea
v [l ) e
Ca ~ " Ca Ca RT (ZCa %) |
e -—
Pea=54x10%cm/s  [ycali= 1 [Ca]= 0.12 umol/L
Zco=2 [[vcalo=0.341 [Ca]e=1.8 mmol/L
(2]
i _ P . 22 . V' Fz. [YNa]l-. [Na]j. e _[YNa]D. [Na]g
CaNa ~— ' Na N RT (ZNa'%)
e |
Pre=6.75x 10" cm/s  [ynali= 0.75 [Na]i= 10 mmol/L
Zna=1 [[YNa]o=0.75 [Na]o=140 mmol/L
(2 27)
7 _p. 7. V- Fz. [VK]Z-'[K],"e _[YK]D'[K]O
Cak — K K RT (ZK %)
e -1
Px=1.93x 10" cm/s [yk]=0.75 [K]= 145 mmol/L
Zx=1 [[vk]o=0.75 [K]o=5.4 mmol/L

dd
Lo, (-d)-By-d
= %d ( )=Ba
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—(V+10)
I _ 1-e 6.24
deo =——r70y Td =% 503507410
lre 624
_do _1-dw
Od = Ba =—

daf
Z=0‘f'(1—f)—ﬁf’f

f 1 . 0.6 . 1
w = 132 50— 5= i (V+10)?
T 0.0197- 1" 1T _ 0
fa 1-f,
ap=_ By =
Tf ‘L'f
1
fc =
“ Cal.
N
Km,Ca

Kin,ca=0.6 umol/L

= Corriente de calcio a través de los canales tipo T (Icyr)

Tcar) =Gear) b g V-Ecy)

Eca(T) es la conductancia maxima y su valor es 0.05 mS/uF
Eca es el potencial de equilibrio del calcio y viene determinado por la ecuacion:

[Ca]g
[Ca],

_RT
“ F

E. In

b y g son las compuertas de activacion e inactivacion respectivamente, que se definen
del siguiente modo:

b _ b b
dt Th
= 1 _ 6.1
bOO - —(V+14) ‘cb =3.7+ (V+25)
1+e[ 10.8 l+e 45
dg _ 8x -8
dt g
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_ 1
8oo (V +60)

5.6

12 paraV >0.0mV

{—0.875'1/ +12  paraV <0.0mV
|

I+ e[

=  Componte rdpida de la corriente rectificadora tardia de potasio (Ix,) y
componente lenta de la corriente rectificadora de potasio (Ixy)

I,=G, X, R (V-E,)

Gk, s la conductancia maxima y su valor se calcula

G, =0.02614- ﬂ
Kr — VY-
54

Ex: es el potencial de equilibrio del potasio y viene determinado por la ecuacion:
R T.
F

Ekr =

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

Hree = _((V+21.5))
l+e

7.5

1

Ty =
0.00138(V +14.2) . 0.00061(/+38.9)
L 0123V +142) " 0.145(/+38.9)_,

dX; Xy - X,
dr Troo

1
(V+9)
1+ e 224

R =

Ik =5KS'Xsl 'XSZ'(V_EKS)

Gk, €s la conductancia maxima y su valor se calcula a través de:
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Exk; es el potencial de equilibrio del potasio y viene determinado por la ecuacion:

E, = - In
ks F

[K]o +Pyx [Na]o)
[K],- + Py [Na],-
Xs1 'y Xs2 son las compuertas del canal y se definen asi:

X _ X0 =K1
dt Tysl

dXs _ X0 —X52

dt Txs2
. 1
Xsoo P S Tysl = Txs2 = 4.tXS]
(M) 7.19~1o‘5(V+30)+ 13110~ 4 (7 +30)
leol 167 | -0.148(/+30) " 0.0687(V +30) _,

= Corriente de potasio independiente del tiempo (Ix;)

Ix1 =Gk1 Kl (V- Egy)

Gy es la conductancia maxima y se calcula a travésde G, =0.75

. s R
y Exki es el potencial de equilibrio y estd dado por: E, =——In|

~

y la compuerta K. es:

okl
Ko = okl +Bk1

ap = 1.02
1400-2385-(V -Eg1-59.215)

5 =0.49124.60.08032-(V—EK1+5.476)+e0.06175-(V—EK1—594.31)
k1 Leo- 03143V -Eg | +4.753)

= Corriente de meseta de potasio (Ix,)

Ixp=Gip Kp'(V - Egp)
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G, es la conductancia maxima y se calcula a través de Gkp =0.0183mS/uF" | Eg; es el

potencial de equilibrio y estd dado por Ex, =Ex; y la compuerta es representada por

la ecuacion:

~ 1
Kp=—Gamn

l+e 5.8

= Corriente de potasio dependiente del sodio (Ixna)

IK(Na) = gK(Na)'PoNai'PoV '(V_Ek)
gK(Na) = 0.12848 mS/uF es la conductancia de membrana maxima de 7k (nq)
P,y es la dependencia del potencial de membrana, que se formula como:

_0g__ 065
Foy =08 V+125

l+e 15

Ponai  la dependencia de [Na];, formulada como:

0.85

oNai — 7
1 D
*([Na]i)

conKp=66mMyn=2.38

= Corriente de potasio dependiente de ATP (Ixurpr)

IK(ATP) =08, Py Jurp (Vm - EK(ATP))

o es la densidad de canales

g, es la conductancia unitaria, que corresponde a un canal completamente abierto y se
formula como:

8 =Y, fv Jr fu

0.24
y =35375 K],
° 54
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1
[Mg]

K

fM =
1+

n

h,Mg
donde n =1y Ky m €s la constante de semisaturacion que depende del potencial de
membrana como indica la siguiente ecuacion:

26-MgF
87y

Kh’Mg=KZ’Mg-e( RT ”’)-0.31- (K] +5

1

fv=—r =
1+([Na]i)
Kh,Ns

donde n = 2 y Ky s €s la constante de semisaturacion que depende del potencial de
membrana como indica la siguiente ecuacion:

-2:0-Na‘F
o ( RT Vm)
Kh,Na = Kh,Nu. e
T-To

f1=0,'  donde Qi=1.3 y To=35.5°C
fi =140.15-(pH; -7.4)

1

K

m

fATP =

H

K, =358+17.9-[ATP]™"
H =13+0.74- (00LA71)

Ek(artp) €s el potencial de equilibrio del potasio y se calcula como:

K],
],

R T
EK(ATP) = T In

= (Corriente transitoria de salida (1)
= 3
Ity =Gigp 2> - y-Ry -V - Ex )
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Ex es el potencial de equilibrio del potasio

G io=0.5mS/uF para el epicardio ventricular izquierdo
Gio = 1.1mS/uF para el epicardio ventricular derecho

RT  ([K],
EK —T In| [K]l
14
R, =e(@)
dz

10-exp V£540
o =
: 1+ex (V_40)
P\ 725
10~exp( _(1/2;90))
P 1+exp(—(V+90))
25

T, =1/(a,+PB,)y z,=0,/(a, +B,)

dy
— =%y (1=3)=py-y

o. = 0.015
1+exp(M)
5
0.1-expl £ +25)
B, = 5
Yo ( V+25 )
1+exp 5

Ty =1/ay, +By) Y Ve =0y /(o +By)

= Corriente del intercambiador sodio-calcio (Iyuca)

VE
; (-1 e RT {Na}} {Ca] , -[ Nl {Cal,
e .
NaCa = ¢1 y—l)ﬁ VE
RT

l4cy-e { e RT [Na}? [Ca] | +[Nal [Ca],

siendo c¢; = 0.00025 ¢, = 0.0001 y=10.15
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= Corriente de la bomba sodio-potasio (Iy.x)

T 1 [K]o

Tyak = v Frax 2" [K] +K

1+ m,Nai o m.Ko
[a],

I_NaK = 225 HA/MF

K Nai = 10 mmol/L

Kumko = 1.5 mmol/L

fNaK = L
o1 VF _VF

140.1245¢  RT 4+0.0365-0-¢ RT

= Corriente no especifica activada por calcio (Iusca)

Ins,(Ca)= Tys, Kk +1ns, Na

7ns,K

Ins,K = 3
1+ Km, ns(Ca)
[Ca®*];
(2 57)
- , V-F? [VK],-'[K]{@ _[VK]O'[K]U
Lk = Pucay Zx RT (z Q)
e KT

[vyxli=0.75
[vxlo =0.75

ZK=1
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Ins,Na

Ins,Na = 3
I+ K, ns(Na)
[Va?*];
(2 57)
i _ . 2, V' Fz. [YNa]i. [Na]i. e [YNa]D. [Na]o
ns,Na ns(Ca) Na RT e(ZNa %) B

[YNa]i =0.75

[YNa]o =0.75

ZNa = 1
Poscay = 1.75:107 cm/s

K ns(cay = 1.2 mol/L

= Corriente de la bomba de calcio (1)

[Cal;
, p(Ca) +[Ca];

Ip(Ca) =1 p(Cay- Ko

[_p(Ca) =1.15 MA/HF Km,p(Ca) = 05ul’n01/L

= Corriente de fondo de calcio (Icqp)

ICa,b =5Ca,b '(V_EC'a,N)

_ RT . ([Caly
e =450 G

Geap = 0.003016 mS/pF
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= Corriente de fondo de sodio (Ingp)

INa,b =GNab '(V_ENa,N)

GNab =0.00141 mS/UF  Enax = B

5 Flujo de calcio del NSR al JSR (ITR)

I = [Ca]NSR _[Ca]JSR mmol/L/ms

I T

tr

T = 180 ms

6 Calculo analitico del almacenamiento de calcio

[Ca] _ b’ +4-c, —b

JSR ,new 2

b, =[CSON]-[CSON] , - A[Ca],, ~[Cd] +K, cson

JSR JSR ,old

¢, =K, cson ([CSQN]oZd + A[Ca]JSR +[Ca]

JSR 0ld )

A[Cal jsgr=[Cal ssR o1d —[Cal jsR new

= Corriente de liberacion de calcio del JSR inducido por el aumento de
calcio intracelular (I,.))

(Irel)CICR = grel ) RyRopen ) R\'Rclose ’ ([Ca]]SR - [Ca],)

1
RyRopen = —i+4

Topen
l+e P
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1
RyRejose =1=—"777—
T
l+e close
gr ol
grel = -

(ICa(L) +Hleap + pcay Heacr) —z'lNaCa)*'S

1+e 09

Topen = Tclose = 0.5

8rel = 150

»  Almacenamiento de calcio en el JSR: Calsequestrina (CSQON)

[Cal,se

[Ca] +K, CSON

JSR

Buffered[CSON] =[CSON|

CSON = 10 mmol/L

Km.cson = 0.8 mmol/L
= Liberacion de calcio del JSR en condiciones de sobrecarga de calcio

Al
(Uret )ysp_oy = Grel (Ca2+]JSR ~[Ca®*]; ;mmol/L/ms
Si [CSON] > [CSONT,;

—t -t

Grel = Gre (1 —eon )'etoff

Gy =4ms™; [CSQN]n =0.7 0 mayor Ton =Tor=2ms y t =0 en el instante ~ de

liberacion espontanea.

Si [COSN]<[COSN]y,

Grer = 0
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= Reticulo sarcoplasmico (Network Sarcoplasmac Reticulum) (NSR)

dNSR _ ; _y7. VISR
dr up —leak tr VNSR

» Entrada y fuga de calcio en el NSR: 1., corriente de calcio de entrada el
reticulo sarcoplasmico y Ljeqk

Iup—leak = Iup 1 jeak

NSR

I, = 0.00875 mmol/L/ms

[Ca],.. =15 mmol/L

NSR

L. =K. [Ca], . mmol/L/ms

NSR

I =1 +——=——— mmol/L/ms

m,up

I, = 0.00875 mol/L/ms

Kmup =0.92 pmol,L

= Concentracion de calcio en el citosol

9bc—2b3 -27d
, (32
2-(27 —3c)

[Ca®* i new = 2+Vb =3¢ -cos -

ar cos

w |~

3

b =[CMDN |+ [TRPN }-[Calpya + Ky, RPN + Kim,cMDN

c= (Km,CMDN' Km,TRPN) - ([Ca]mm[' (Km,TRPN + Km,CMDN )) + (T_RFN Km,CMDN) + ([Emﬁ] Km,TRPN)

d= _(Km,TRPN 'Km,CMDN)[Ca]total
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[Caliosa = |TRPN |1y +|CMDN],;; + AlCal; +[Cal;, p1a

AlCal; _ [[ca] ACap
A\ Zca Vmyo'F

VNSR VISR
+ ([up —Lleak )Tyo - (Irelcicr - IrelJSRal)' Vimyo

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

»  [cson] es la concentracion maxima de Ca*" almacenada por la en el JSR
> [CMDN] concentracion de Ca®" almacenada por calmodulin en el citosol

., , . 24 .
> [cmDN] concentracidn maxima de Ca™ almacenada por calmodulin en el
citosol

> [TRPN] concentracion de Ca*" almacenada por la troponina en el citosol

., ;. 2 .
» [rrRPN] concentracién maxima de Ca”" almacenada por la troponina en el
citosol

> Kmcson, Kmrtren, ¥ Kncowmpn, las  constantes de  equilibrio en el
. 24 . . .
almacenamiento de Ca™ por la calsequestrina, troponina, y calmodulina,
respectivamente

> A[Ca]; cambio en el total Ca*" durante un incremento de tiempo.

Los subindices i, new, and old indican intracelular, paso de tiempo actual y anterior,
respectivamente.

= Almacenamiento de calcio en el mioplasma

[Ca],

buffered TRPN | = [T_RF]V ] [Ca]T
i m RPN

buffered[ CMDN | = [61\EJV]'

[Ca], J
[Ca]i +K,, cupy
[TRPN] =70 pmol/L

[cMDN] = 50 pmol/L

Km,TRPN =0.5 umOI/L
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ANEXO I1

MUTACIONES

SRW.- Sindrome Romano Ward

EN hERG

Cambio Cambio Tipo Resié F i
egion enotipo
Nucleotido | Aminoacido | Mutacién | o P
G77T 261 Sustitucion | @ om | SRW
A82G K28E Sustitucion | @ om | SRW
C87A F29L Sustitucion | @ om | SRW
T92G 131 Sustitucion | @ om | SRW
A98C N33T Sustitucion | @ om | SRW
Sustitucion
A128G Y43C N-term | SRW
Sustitucion
C132A C44X N-term | SRW
NA. C44F Sustitucion | @ om | SRW
Sustitucion
G140T G47V N-term SRW
Sustitucion
G146A C49Y N-term | SRW
G157C GS3R Sustitucion | oim | SRW
C164T S55L Sustitucion | @ om | SRW
N i ]
G167A 56 Sustitucién | N-term SRW
GI72A E58K Sustitucién | N-term SRW
L., N-term
A173C ES58A Sustitucion SRW
A173G E58G Sustitucion | V™ | srw
G174C E58D Sustitucién | N-term SRW
G191A C64Y Sustitucion | @ om | SRW
A193C T65P Sustitucion |, \ o SRW
T196G C66G Sustitucion | V™ | spw
T202C F6SL Sustitucion | ™ | srw
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A209G H70R Sustitucién | N-term SRW
G211C G7IR Sustitucion | ™ | srw
., N-term
C215A P72Q Sustitucion SRW
C221T T74M Sustitucion | ™ | srw
- + _
221-251del R73+31X Dele/Trans N-term SRW
G232C A78P Sustitucién | N-term SRW
C241T 81X Delecion | V™| grw
., N-term
244-252del 82-84del IAQ Delecién SRW
2-84insIA Dup/T N-t R
244-252ins9 82-84insIAQ up/Trans erm SRW
1234-
A83+37X Dup/Trans | N-term SRW
250dup
C254T A85V Sustitucién | N-term SRW
Sustitucién
T257G L86R N-term SRW
N-term
T2 L87P titucid R
60C 87 Sustitucion PAS SRW
L, N-term
T287C 196T Sustitucion PAS SRW
Sustitucién | N-term
A2 Y R
96C 99S PAS SRW
298G R100G Sustitucién | N-term SRW
PAS
G299A R100Q Sustitucion |\ tom | SRW
Sustitucioén
A301G KI101E N-term SRW, SIDS
308- 103InsD Insercion N-term SRW
310insATG
337-339del | V113del Delecion 1 term | sRw
N.A. P114S Sustitucion |\ tom | SRW
Sustitucioén
T371G MI124R N-term SRW
Sustitucioén
T371C M124T N-term SRW
395-456del V131fs+185 Dele/Trans | N-term SRW
422-423insC | P14142X Transver. |\ term | SRW
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453delC P151 Dele/Trans | N-term SRW
453-454insC | P151+179X N-term SRW
- Inser/Trans
453-
151fs+14 N-t R
454InsCC : Inser/Trans erm SRW
R176W
N.A. (reportada Sustitucién | N-term SRW
como
polymorfismo)
544-
545InsGGT R181FS/+20X Inser/Trans | N-term SRW
GCGGT
C545A R182X Delecion 1 term | sRw
557-
566del/InsT | A185fs+143X Dele/Inser | N-term SRW
TCGC
dup558-600 | N.A. Transver. |\ term | SRW
Delecion
576delG G192fs+7X N-term SRW
Delecion
578-582del G192fs+135X N-term SRW
582-
587delCCG G1921s328 Dele/Trans | N-term SRW
TG
N.A. 120071107 | TASVET | Niterm | SRW
210insL, T216
N.A. -
120X Inser/Trans | N-term SRW
G685T E229X Delecion 1 term | sRw
Sustitucién
G712A G238S N-term SRW
+ -
724-725insC P241+89X Inser/Trans | N-term SRW
735 P245fs+114X Insercion N-term SRW
736InsCC
C751T P251S Sustitucion |\ tom | SRW
N.A P251 54107V | VT Niterm | SRW
Sustitucién
G818A R273Q N-term SIDS
Sustitucioén
G835A V279M N-term SIDS
295+63X Dele/T -
4e1885 V295+63 ele/Trans | N-term SRW
GO16T G306W Sustitucion |\ tom | SRW
QAT RRAIDC SUStituCién N torm (NP AV.VA
CO34T R312C Sustitucion |\ tom | SRW
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Sustitucién

C959A S320X N-term SRW
Sustitucion

C959T S320L N-term SRW

C982T R328C Sustitucién | N-term SRW
Sustitucion

C1001T P334L N-term | SRW

- R
1009insT 355X Inser/Trans | N-term SRW
DITdP
C1039T P3478® Sustitucion | N-t ’
ustitucion crm SRW

C1096T R366X Sustitucion | oim | SRW

G1228A Q376 Transver. |\ term | SRW

1129-2543 | -- Duplic. N-term | SRW

A1129-2G | 0376 Transver. |\ term | SRW
Delecion

Cl171T 0391X N-term | SRW

T1199A 1400N Sustitucion | o, SRW
Sustitucion

G1229C W410S S SRW

G1235A W412X Delecion | o SRW

T1237A L413P Sustitucion | o) SRW
Sustitucion

A1259G Y420C S SRW

+ T 1 R

1261delA Y420+12X Dele/Trans | S SRW

C1262T T421M Sustitucion | o) SRW
Sustitucion

G1254A A422T S1 SRW
Sustitucion

CI277A P426H S SRW
Sustitucion

T1279C Y427H S SRW
Sustitucion

A1280C Y427S S SRW
Delecion

CI1283A S428X $1-S2 SRW
Sustitucion

C1283T S428L $1-S2 SRW
Sustitucion

C1307T T436M $1-S2 SRW

] E444D Sustitucion | o) o5 SRW
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Delecion

CI341A V447X SI-S2 | SRW
Sustitucion

CI331T. P4SIL SI-S2 | SRW
Sustitucion

G1366T D456Y s2 SRW
Sustitucion

G1378T D460Y S2 SRW
Sustitucion

A1408G N470D S2 SRW
Sustitucion

C1421T T4741 $2-83 SRW
Sustitucion

A1424G Y475C $2-83 SRW

1423- 3

1425deITAC Y475del Delecion S2-S3 SRW

G1468A A490T Sustitucion | o) o3 | grw
Delecion

C1479G V493X $2-83 SRW

NA. Y493C Sustitucion | ) o3 SRW
Delecion

de1496-1523 | 1500- F508del s3 SRW

G1501A D50IN Sustitucion | ¢4 SRW

G1501C D501H Sustitucion | ¢4 SRW
Sustitucion

G1575T K525N S3-S4 | SRW
Sustitucion

G1583C R528P s4 SRW

G1592A R531Q Sustitucion | ¢, SRW
Sustitucion

C1600T R534C s4 SRW

G1601T R534L Sustitucion | o, SRW

1613- R537fs+24X Delecid S4 SRW

1619del s clecion

1631delA R543fs Dele/Trans | S4-S5 SRW

T1655C L5528 Sustitucion | oo SRW

] 554-562del Sustitucion | oo SRW

T556+7X Dele/T

1671del T 556+7 ele/Trans | S5 SRW

G1672C A558P Sustitucion | oo SRW

T1ATAA I 85011 SUStltuCIén [ SPIA

T1676A L559H Sustitucion | oo SRW
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G1681C A561P Sustitucion | o5 DITdP

G1681A A561T Sustitucion | oo SRW
Sustitucién

C1682T A561V S5 SRW

A1685P H562P Sustitucion | oo SRW
Sustitucién

T1691C L564P S5 SRW
Sustitucioén

G1697C C566S S5 SRW
Delecion

1701del 1567fs+26X S5 SRW
Sustitucién

T1702C WS568R S5 SRW

N.A. W568C Sustitucion | oo SRW

N.A. Y569H Sustitucion | oo SRW

A1711C 1571L Sustitucion | oo SRW

A1711G 1571V Sustitucion | oo SRW
Sustitucioén

G1714T G572C S5-poro SRW
Sustitucioén

G1714A G5728 S5-poro SRW
Sustitucioén

G1714C G572R S5-poro SRW
Sustitucioén

GI715A G572D S5-poro SRW
Sustitucioén

A1724G E575G S5-poro SRW
Sustitucioén

C1744T R582C S5-poro SRW
Sustitucioén

G1745T R582L S5-poro SRW
Sustitucioén

G1750A G584S S5-poro SRW
Sustitucioén

G1755T WS585C S5-poro SRW
Sustitucioén

A1762G N588D S5-poro SRW
Sustitucioén

T1778C 1593R S5-poro SRW
Sustitucioén

T1778G 1593G S5-poro SRW

N.A. 1593X Delecion 1 ¢s soro | SRW

N A DSQAT SUStituCién S8 noro SDYAS

N.A. P596L Sustitucion | 5 oro | SRW

EEVN
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Sustitucién

C1787G P596R S5-poro SRW
Sustitucion

G1801A G601S S5-poro SRW
Sustitucion

G1810A G604S S5-poro SRW
Sustitucion

GI1825A D609N S5-poro SRW
Sustitucion

G1825C D609H S5-poro SRW
Sustitucion

A1826G D609G S5-poro SRW
Sustituciéon

T1831C Y611H S5-poro SRW
Delecion

T1833A/G Y611X S5-poro SRW
Sustitucion

G1834T V6121 S5-poro SRW
Sustitucion

C1838T T613M S5-poro SRW
Sustitucion

C1841T A614V poro SRW
Sustitucion

C1843G L615V poro SRW

C1843T L615F Sustitucion | poro SRW

G1862A S621N Sustitucion | o SRW
Sustitucidon

C1863G S621R poro SRW

C1864T L622F Sustitueion | o SRW

C1868T T6231 Sustitueion | o SRW
Sustitucidon

T1874A V625E poro SRW
Sustitucion

GI1876A G626S poro SRW
Sustitucion

G1877C G626A poro SRW
Sustitucidon

C1882G F627L poro SRW
Sustitucion

G1883T G628V poro SRW
Sustitucion

G1882A G628S poro SRW
Sustitucidon

A1885G N629D poro SRW
Sustitucion

A1886G N629S poro SRW

C1QQT A NADQK SUStituCién naro (NP AV.VA

CI1887A N629K Sustitucion | o SRW
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Sustitucién

G1888C V630L poro SRW
Sustitucién

T1889C V630A poro SRW

C1894T P632S Sustitucion | o SRW
Sustitucién

A1897G N633D poro SRW
Sustitucién

A1898G N633S poro SRW
Sustitucioén

A1904T N6351 poro-S6 SRW
Sustitucién

G1909A E637K S6 SRW
Sustitucién

GI1911C E637D poro-S6 SRW

A1912G K638E Sustitucioén 36 SRW

dell913- 4elK638 Dele/Trans 36 SRW

1915
Sustitucioén

A1918T F640V S6 SRW
Sustitucioén

C1920A F640L S6 SRW

C1922T S641F Sustitucion | oo SRW
Sustitucioén

G1930T V644F S6 SRW

A1933T M645L Sustitucién | S6 SRW

A1933G M645V Sustitucion | oo SRW
Transver.

1945+6C - (exon7) SRW

delAT1951- Dele/Trans

1952 - S6 SRW
Sustitucioén

N.A. S649L S6 SRW

T1967G F656C Sustitucion | oo SRW

C1979T S660L Sustitucion | oo SRW

N.A. Y667X Delecion 1 ¢ SRW

2011- S6/CNB

1- 1 Delecio

2025del 671-675de elecion D SRW

G2044T E682X Delecion 1836/ NB | srw

C2086T R696C Sustitucion 1536/ NB | srw/Tdp

aneme brarh Sustitucién | S6/CNB S

G2087C R696P Sustitucién ]S)6/CNB SRW
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Delecion

S6/CNB

G2092T E698X D SRW
G2114A W705X Sustitucion 1836/ NB | srw/Tdp
C2117G S706C Sustitucién ]S)6/CNB SRW
G2145A A715sp Transver. 1836/ NB | srw
2160 -11 > - Transver. S6/CNB
1
5 del V716sp D SRW
C2162T PTIIL Sustitucioén ]S)6/CNB SRW
2164- S6/CNB
E722-D72 Duplic.
2181dup 7 727 uplic D SRW
C2173T 725X Delecion ]S)6/CNB SRW
C2204T S735L Sustitucioén ]S)6/CNB SRW
2218insT H739+63X Inser/Trans 1836/ NB | srw
Delecion S6-

2231del F743fs+12X R

© TESSAS cngp | SRW
NA. R744X Delecion ]S)6/CNB SRW
C2254T R752W Sustitucioén ]S)6/CNB SRW
G2254A R752 Sustitucién ]S)6/CNB SIDS
G2320T D774y Sustitucién ]S)6/CNB SRW

S6/CNB
C2350T R784W Sustituciéon | D SRW
N.A. R783 fs+24X Transver. CNBD SRW
G2364C E788D Sustitucion CNBD SRW
dup2356- V796422 Dupl/Trans CNBD SRW
2386
del 2395 1798+10X Dele/Trans | \\gp | srw
2398+3A>
g 398+3A L799sp Transver. CNBD SRW
2398+3A>

,lcj 398+3 L799sp Transver. CNBD SRW
G2398T GBOOW Sustitucion | - \pp | sRw
G2398
g L799sp Transver. CNBD SRW
G2398 17000 Trancyvor CNDPD SDIA
G2398
15> L799sp Transver. CNBD SRW
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Sustitucién

T2414C F805S CNBD SRW
Sustitucién

T2414G F805C CNBD SRW
Sustitucién

T2452C S818P CNBD SRW
Sustitucién

C2453T S818L CNBD SRW

G2458A G820R Sustitucion | - \pp | sRw

itucio NBD R

G464A V822M Sustituciéon | C SRW

2471insG R823fs828 Inser/Trans | CNBD SRW

C2467T R823W Sustitucion | - \pp | sRw
Delecion

A2494T K832X CNBD SRW
Sustitucioén

C2503T R&35W CNBD SRW
Sustitucioén

A2510G D837G C-term SRW
Sustitucioén

A2581C N861H C-term SRW
Sustitucién

A2582T N8611I C-term SRW

C2587T - Delecion C-term SRW

+
ng:92 ! D864sp Transver. C-term SRW
+
ng:92 3 D864sp Transver. C-term SRW
+ -

del2660 K886+85X Dele/Trans C-term SRW

2616delC | P872fs+4X Dele/Trans | tom | sRw

2619- Dupl/Trans

E876f: C-t SRW

2626dups8 s erm

G2626T E876X Delecion 1 term | sRw

2638-

+ Delecio -t R
2648del G879fs+35X elecion C-term SRW
; R885C Sustitucion | .| siDs

Sustitucioén
G2660A R&87H C-term SRW
2676-
22;2 del R892fs+79X Delecion C-term SRW
27084l NON1fc 1L 71Y Dele/Trans C torm (NP AV.VA
Dele/T
2705delC | Q901fs+71X cle/Trans | iorm | SRW
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2728-

Dele/Trans

+ -
2762del P910fs+16X C-term SRW
C2738T A913V Sustitucion | - m | SRW
2738-
2739insCGG | A913fs+62X Insercion C-term SRW
C
2742- Dele/Trans
2775del A915f1s C-term SRW
C2750T POI7L Sustitucion | | SRW
2762del R920+51X Dele/Trans | tom | sRw
Sustitucioén
C2764T R922W C-term SRW
2766delG | R922fs+50X Dele/Trans | tom | sRw
Transver.
2768delC - C-term SRW
. C-term
27751insG G925+13X Transver. SRW
Delecion
2775del G925fs+47X C-term SRW
Delecion
G2781A W927X C-term SRW
Sustitucién
C2841T R948C C-term SRW
; R954C Sustitucion | | siDS
Sustitucién
G2879A S960N C-term SRW
2895- .,
+ _
2905del G965+148X Delecion C-term SRW
C2903T PO6SL Sustitucion | - m | SRW
+ -
2906del P968+4X Dele/Trans | C-term SRW
2959del P986+130X DuplTran | tom | sRw
N.A. W1001X Delecion 1 term | sRw
Delecion
C3040T R1014X C-term SRW
Delecion
C3045A C1015X C-term SRW
3093-
1031fs+ i0 -
3106del G1031£s+86X Delecion C-term SRW
3093-
3099del/insT | G1031£fs+20X Dele/Inser | C-term SRW
TCGC
20QA4do1 G101 104X C torn SDYA
3096- R1032fs BaR/Trans | C-term | SRW
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3096- R1032fs Dele/Trans | C-term SRW
3112del
. | A
3099del R1033fs+22X Sustitucién | C-term SRW
3100del P1034fs+63X | D" | cterm | sSRw
Inser/Tran
3108InsG | G1036+82X C-term | SRW
3106- D1037fs Dupl/Trans | o | sRw/Tdp
3109dup
A3118G S1040G Sustitucion | | sIDs
Delecion
3154del R1051fs+4X C-term | SRW
3303InsG | P1101 Inser/Trans | o | SRw
3304InsC PLIOIfs+16X | ™0 | cterm | SRW
3397-
T1133fs+135X | Delecié -t R
3398del 33fs+135 elecion C-term SRW
(C2AAK87T 1182V SUStltuCIén ' torv [NEPAV.VA
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