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Resumen

La terapia farmacolégica es la primera linea contra la fibrilacion
auricular; aunque los mecanismos no se comprenden por
completo. Nuestro objetivo es comparar datos experimentales a
nivel unicelular de varios farmacos con la respuesta de tres
modelos computacionales diferentes: Courtemanche (CRN),
Grandi y Skibsbye (SKI) empleando un modelo de bloqueo de
poro simple, asi como una variante de modelo dinamico para los
farmacos flecainida y vernakalant en CRN (+INaMarvok). La
mayoria de las simulaciones consiguen reproducir la
dependencia del aumento del APDg y la disminucion de la
dV/dtmax con la frecuencia y la concentracion. Ademas, las
respuestas de CRN, CRN+Inaemarvok y SKI reprodujeron de
manera mas adecuada las tendencias encontradas en los
resultados experimentales. El analisis realizado contribuye a la
mejora de la simulacion de farmacos antiarritmicos.

1. Introduccion

La fibrilacion auricular (FA) es la arritmia sostenida mas
comun en humanos, afectando a casi el 2% de la poblacion.
Aunque no se considera una arritmia mortal, conlleva
riesgos potencialmente mortales para el paciente [1].

A pesar de las implicaciones relacionadas, los mecanismos
subyacentes a esta patologia no se comprenden
completamente y los tratamientos existentes no son
completamente efectivos. La terapia de ablacion y la
farmacoterapia son las dos estrategias principales contra la
FA; sin embargo, aproximadamente en un tercio de todos
los pacientes los resultados no son 6ptimos.

La administracion de agentes antiarritmicos es la primera
linea de tratamiento contra la FA. Los farmacos actian
sobre canales idnicos especificos de manera que se
modifica la electrofisiologia y la propagacion del impulso
en el tejido cardiaco, provocando la terminacion de las
multiples ondas de actividad eléctrica que mantienen la FA
y eventualmente restaurando el ritmo sinusal. Sin embargo,
los farmacos actuales tienen una eficacia limitada y en
algunos casos se han identificado efectos secundarios
graves como favorecer arritmias potencialmente mortales
en los ventriculos tipo torsades de pointes.

Debido a la alta incidencia y a la baja efectividad de las
estrategias actuales, existe un gran interés en estudiar en
profundidad los mecanismos de accion de los agentes
antiarritmicos para poder entender mejor su efecto y
conseguir desarrollar biomarcadores que ayuden al clinico
a elegir la terapia optima.

En este trabajo se lleva a cabo un estudio computacional
para evaluar y entender mejor el efecto de cuatro farmacos
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comunmente utilizados en el tratamiento de la FA
(amiodarona, dofetilide, flecainida, vernakalant) sobre el
potencial de accion auricular (PA).

2. Métodos

2.1. Modelo de miocito humano auricular

Para reproducir la electrofisiologia presente en las
auriculas se implementaron tres modelos computacionales
de miocito humano auricular: Courtemanche-Ramirez-
Nattel [2], Grandi [3] y Skibsbye [4].

2.2. Modelado del bloqueo por farmaco

Los farmacos actian interaccionando con ciertas familias
de canales bloqueando parte de su corriente. Este efecto se
puede modelar a través de un modelo de poro simple o
mediante un modelo dindmico mediante una formulacion
de Markov. El modelo de poro simple se implemento para
todos los farmacos en los modelos CRN, GRND y SKI.
Adicionalmente, también se implementd el modelo
dindmico para los farmacos vernakalant y flecainida en el
modelo CRN (CRN-+namarvok)-

Para simular el efecto del farmaco mediante el modelo de
poro simple, la conductancia maxima de las corrientes
ionicas se redujo de acuerdo con la ecuacion de Hill:
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donde g; 4rg es la conductancia méaxima de la corriente 7 en
presencia del farmaco, ICsy; es la concentracion inhibitoria
media maxima del farmaco, D la concentracion de farmaco
libre y nH el coeficiente de Hill indicando el niimero de
moléculas del farmaco que se supone que son suficientes
para bloquear el canal. Para cada farmaco, los valores de
ICso y nH para las diferentes corrientes se muestran en la
Tabla 1, publicados por Llopis-Lorente et al. [5].
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Tabla 1. Valores experimentales de IC50 (uM) y coeficiente de
Hill para los diferentes farmacos antiarritmicos.

IC50 de la corriente ionica (uM)
(Coeficiente de Hill si es distinto de 1)

Farmaco ICaL IKr IKs Il(ur lto lNa
Amiodarona 1.59 0.56 1.74 ) 3.76 0.48
0.65) (1.32) (0.72) 0.4)  (0.7)

. 2.3 1460
Dofetilide (5.4) 0.01 100 - - 5.1)

.. 26.35 1.5 9.26

Flecainida (1.19)  (0.88) 20 - ©0.7) 5.8
Vernakalant 84 20 - 15 15 90
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El modelo dindmico permite simular la afinidad y
dependencia del farmaco al estado del canal. Para simular
la inhibicién de la corriente rapida de sodio (Ina) producida
por el vernakalant y la flecainida en el modelo CRN, se
incluy6 el modelo de Markov publicado por Moreno et al.
[6] y modificado por Sutanto et al. [7].

Las respuestas de los modelos en presencia de los
diferentes farmacos se compararon y validaron frente a
datos experimentales publicados en la literatura [8, 9, 10,
11,12, 13, 14].

2.3. Protocolo de simulacion

Las ecuaciones diferenciales ordinarias de los modelos
unicelulares CRN, GRND y SKI se resolvieron utilizando
el solver de paso de tiempo variable ode15s en MATLAB.

Los modelos de PA auricular fueron estimulados aplicando
una corriente 1.5 veces la umbral y una duracion de 2 ms.
Los modelos se estabilizaron estimulandolos a 1 y 2.5 Hz,
durante 20 s en el caso de CRN y 500 s para GRND y SKI.
A continuacidn, se aplicaron 150 pulsos mas afiadiendo el
efecto del farmaco, manteniendo la misma frecuencia.

En las simulaciones se reprodujeron los efectos de
diferentes concentraciones de farmacos y diferentes
periodos de estimulacion (BCL, Basic Cycle Length) sobre
los PAs, la duracién del PA al 90% de repolarizacion
(APDy) y sobre la velocidad maxima de despolarizacion
(dV/dtmax). Estos biomarcadores se calcularon en el pulso
nimero 150 tras la aplicacion del farmaco.

3. Resultados y discusion

3.1. Simulaciones unicelulares

La Figura 1 muestra el PA para los 4 modelos
electrofisiologicos (CRN, GRND, SKI, CRN+InaMarvok)
tras la aplicacion de los 4 farmacos (amiodarona,
dofetilide, flecainida, vernakalant) para 1 y 2.5 Hz. Se han
utilizado sus concentraciones terapéuticas (EFTPC,
Effective Therapeutic Concentration) [5, 7]: amiodarona =
0.063 uM, dofetilide = 0.002 uM, flecainida = 1.448 uM,
vernakalant = 3 pM. De manera general, los firmacos
consiguen aumentar el APDoo y reducir la dV/dtmax.

La flecainida consigue el mayor aumento en la
prolongacion del APDo; por ejemplo, en el caso de CRN
(BCL = 1000 ms) consigue incrementar el APDgy en un
17.03%, mientras que dofetilide lo aumenta un 4.40% y
vernakalant, un 1.61%. Esto se debe a que el bloqueo de la
corriente de potasio rectificadora de activacion rapida (Ikr),
la cual contribuye principalmente en la repolarizacion del
PA, es mayor en el caso de la flecainida (bloqueo de un
49%) mientras que para el resto de los farmacos el bloqueo
no supera el 20%, teniendo en cuenta para cada farmaco el
IC50 y la EFTPC. El bloqueo de corrientes de potasio
salientes (Ix) actiia como principio antiarritmico ayudando
a reducir la vulnerabilidad a la FA ya que provoca el
aumento en la duracién del potencial y, por lo tanto,
favorece la refractariedad, generando un aumento en el
periodo refractario efectivo.

El modelo GRND no consigue reproducir adecuadamente
el alargamiento en el APDyy debido a que la sensibilidad

de este modelo a la corriente Ik, es muy baja (datos no
mostrados), por lo que el bloqueo de esta corriente no
produce un cambio significativo en la prolongacion del PA.

BCL =1000 ms BCL =400 ms
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Figura 1. PAs para los 4 modelos y los dos periodos de
estimulacion bajo condiciones control y bajo el efecto de los
farmacos a su concentracion terapéutica.

Para el modelo CRN, el aumento en el APDyy es mayor
para la frecuencia rapida obteniendo un aumento de 4.40%
en frecuencia normal frente un 4.51% en frecuencia rapida
en el caso de dofetilide, un 17.03% frente un 21.06% en el
caso de flecainida y un 1.61% frente a un 3.27% en el caso
de vernakalant por lo que la prolongacion del APDy es
dependiente de la frecuencia.

La amiodarona casi no varia el APDyy, pero si logra reducir
la dV/dtmax produciendo una disminucion del 3.97% para
frecuencia normal y 4.46% para la frecuencia rapida para
el modelo SKI. De la misma forma, el resto de farmacos
reducen la dV/dtmax de manera dependiente a la frecuencia
consiguiendo un decremento en frecuencia normal de
0.08% frente a un 0.66% en frecuencia rapida en el caso de
dofetilide, un 16.53% frente un 36.28% en el caso de
flecainida y un 1.75% frente a un 6.91% en el caso de
vernakalant para el modelo SKI.

En lineas generales, la dependencia del bloqueo y sus
efectos sobre el APDyg y la dV/dtmax con la frecuencia es
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coherente con estudios experimentales y se observa que los
farmacos producen una acciéon selectiva en ritmos
fibrilatorios.

3.2. Modulacion del efecto de farmacos en funcién
del periodo de estimulaciéon

La Figura 2 muestra las variaciones de APDoy y dV/dtmax
en funcion del BCL comparado con resultados
experimentales. La concentracion utilizada en la
simulacién para cada farmaco coincide con aquella usada
en los experimentos referidos.
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Figura 2. Simulacion de la variacion porcentual del APDyo y
dV/dtmax en funcion del BCL para (4) dofetilide (0.01 uM), (B)
flecainida (2.25 uM) y (C) vernakalant (10 uM) para los
diferentes modelos comparados con datos experimentales
(e, A) publicados en la literatura.

El dofetilide (Figura 2-A) produce un incremento en el
APDy que se mantiene estable para diferentes BCLs de
forma coherente con los registros experimentales, excepto
en el caso de GRND donde no hay apenas variacion debido
a la baja sensibilidad del modelo a la Ix,. De la misma
manera, este farmaco no genera una variacion significativa
de la dV/dtmax para diferentes frecuencias debido a que el
farmaco actua principalmente sobre la corriente Ik, la cual
actua fuera de la despolarizacion. Este efecto se consigue
reproducir con GRND y SKI, mientras que para CRN
aumenta bastante a ritmos rapidos. Aun asi, en los registros
experimentales publicados por Schreieck et al. [9] se
muestra un ligero incremento de la dV/dtmax de 0.28% auna
frecuencia de 3Hz comparado con el incremento de 8.24%
para CRN.

Tanto flecainida (Figura 2-B) como vernakalant (Figura 2-
C) aumentan su efecto con la frecuencia: mayor incremento
del APDgy y mayor reduccion de la dV/dtmax. Ambos
farmacos bloquean la In, reduciendo con ello la dV/dtmax y
consecuentemente aumentando el umbral de excitacion de
manera que se consigue reducir la excitabilidad y

automaticidad ectopica auricular. La mayor potencia de
estos farmacos a ritmos rapidos conduce a una mayor
inhibicion de la In, en estas condiciones, como es el caso
de la FA, lo que ayuda a limitar la actividad de reentrada y
restaurar el ritmo sinusal en esta patologia. Para estos
farmacos, los modelos CRN y CRN+InaMarkov reproducen
las tendencias de los farmacos de manera optima tanto para
la variacion en la dV/dtm.x como en el APDgy. Para el
modelo SKI, el APDyy se acerca bastante a la respuesta
experimental, aunque muestra incrementos demasiado
elevados a la hora de reproducir el efecto de flecainida y
vernakalant en ritmos rapidos.

3.3. Modulacion del efecto de farmacos en funcion de
su concentracion

Estudios experimentales muestran un efecto de los
farmacos dependiente de la concentracion aplicada. Los
resultados simulados se representan en la Figura 3. El BCL
implementado en la simulacién para cada fArmaco coincide
con aquel empleado en el protocolo experimental. En este
caso, todas las simulaciones se realizaron a 1 Hz.
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Figura 3. Simulacion de la variacion porcentual del APDyyy
dV/dtmax en funcion de la concentracion (uM) para (4)
amiodarona (B) dofetilide, (C) flecainida y (D) vernakalant
para los diferentes modelos a 1 Hz comparados con datos
experimentales (o, A) publicados en la literatura.

Excepto por el efecto de dofetilide en la dV/dtmax, los
farmacos muestran un efecto dependiente a la
concentracion, de manera que, a mayor concentracion,
mayor es el grado de bloqueo sobre los canales y por lo
tanto mayores son la prolongacion del APDgy y la
reduccion de la dV/dtnax.

Como se adelantaba en las simulaciones bajo EFTPC, la
amiodarona (Figura 3-A) produce poca variacién sobre el
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APDy, teniendo un mayor efecto sobre la dV/dtmax. En el
caso del dofetilide (Figura 3-B), el modelo GRND vuelve
a fallar en representar el aumento del APD90. Ademas, la
dV/dtnax muestra apenas variacion debido a que este
farmaco no actua sobre Ina a diferencia del resto de
farmacos simulados.

Nuevamente, el modelo CRN, CRN+Inamarkov ¥ SKI
reproducen las tendencias de forma similar a los resultados
experimentales, aunque el modelo SKI genera un
incremento elevado del APDyo en el caso de vernakalant a
concentraciones elevadas (Figura 3-D).

3.4. Limitaciones y lineas futuras

Para comprender mejor el efecto de los farmacos sobre la
FA, las simulaciones unicelulares se pueden ampliar a
modelos multidimensionales que permitan incluir las
caracteristicas anatomicas y electrofisiologicas. Debido a
la disponibilidad de datos en la literatura, la accion de los
farmacos se simulé mediante modelos de poro simple en
algunos casos como en otros estudios similares [15].
Extender el modelo de Markov al resto de farmacos y
modelos computacionales permitiria reproducir la
dependencia en frecuencia y la inhibiciéon de la In. de
manera mas realista.

4. Conclusiones

En este estudio in-silico se ha demostrado que los modelos
computacionales resultan ttiles a la hora de predecir el
efecto de farmacos sobre la electrofisiologia auricular. Se
puede observar que los modelos que reproducen mejor los
resultados experimentales son CRN y CRN+InaMarkov
seguidos del modelo SKI, ya que este se aleja de los
mismos para flecainida y vernakalant, especialmente para
altas frecuencias. Respecto a los modelos dinamicos
basados en CRN+InaMarkov, €S NECEsario tener en cuenta el
coste computacional que conlleva simular con un esquema
de Markov en el modelo para decidir cual seria mas
indicado para simulaciones multicelulares, como aquellas
que utilizarian modelos 3D realistas de la auricula. Este
trabajo constituye un paso previo al uso de la simulacion
computacional como herramienta para diseflar nuevos
farmacos en el tratamiento de la FA.
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