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Resumen

El sindrome de QT largo tipo 1 (LQT1) se asocia con mutaciones
en los canales dela corriente rectificadora de potasio lenta, I1Ks.
En este sindrome se ha documentado que la estimulacién beta-
adrenérgica (f-AS) conduce en numerosas ocasiones a eventos
arritmicos. Sn embargo, no existe una descripcion completa de
|os mecani smosiénicos subyacentesa la arritmogénesis asociada
al LQT1 bajo condiciones de p-AS. En este trabajo, se ha
desarrollado un conjunto de modelos estocasticos ventriculares
humanos que reproducen las propiedades de potenciales de
accion (AP) experimentales, tanto para condiciones de control
como bajo bloqueosionicos. Utilizando este conjunto de modelos
ha podido demostrarse que tanto la duracién del AP (APD) como
su morfologia y variabilidad latido-a-latido son muy
dependientes de las caracteristicas idnicas subyacentes. Del
mismo modo, se ha observado que la respuesta de las células
individuales a la simulacién conjunta de bloqueo i6nico de lks y
S-AS puede variar desde valores insignificantes a incrementos
superiores al 200% en la variabilidad temporal del AP, siendo
éste un reconocido marcador arritmogénico. Finalmente, por
medio de un andlisis de correlaciones parciales se han
determinado los principales factores iénicos que favorecen los
cambios en e AP asociados al sindrome de LQT1 bajo
condiciones de S-AS.

1. Introduccion

Los pacientes afectados por € sindrome de QT largo,
enfermedad congénita que causa la prolongacién anormal
del intervalo QT, poseen un alto riesgo de experimentar
arritmias potencial mente mortales. En los pacientes con la
variante mas comin, €l sindrome de QT largo tipo 1
(LQT1), & 90% de los eventos letales ocurren durante €l
estrés fisico o emocional, condiciones asociadas a una
mayor actividad simpatica [1]. Por €llo, encontrar
marcadores que anticipen € riesgo proarritmico en
condiciones de LQT1 e identificar los mecanismos
involucrados es esencial para e desarrollo de terapias
individualizadas.

Estudios previos disponibles en la literatura han explorado
anomalias potencialmente pro-arritmicas en la duraciéon y
morfologia de la repolarizacién ventricular en pacientes
con LQT1, asi como en experimentos animales que
abordan esta canalopatia [2-3]. Se ha sugerido que la
variabilidad latido-a-latido del potencial de accién (AP)
ventricular y de la morfologia de la onda T de
electrocardiograma en respuesta a la estimulacion
simpatica son marcadores de inestabilidad arritmica en e
sindrome LQT1 [4-5]. Sin embargo, es importante sefialar
gue se han descrito reacciones muy variadas a la
estimulacion simpética y la generacion de arritmias en
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pacientes con la misma mutacion LQT1 y también en
animales en los que se ha inducido el sindrome LQT1
farmacol gicamente.

En este estudio se han utilizado model os computacionales
estocasticos de la electrofisiologia ventricular para
investigar las respuestas individuales de las células
humanas a la estimulacién adrenérgica bajo condiciones de
LQT1y se han determinado |os mecanismos subyacentes a
dichas respuestas.

2. Métodos
2.1. Modeladoy simulacion del AP

El modelo ventricular humano propuesto por O'Haraet al.
(ORd) [6] haservido de base para construir un conjunto de
model os de AP seleccionados especificamente para cubrir
una gama de caracteristicas observadas
experimentalmente. Se ha empleado el método Latin
Hypercube Sampling para €& muestreo de las
conductancias, designadas como G, de las principaes
corrientes ionicas, entre las que se incluyen I, Iy, I;o,
Icans Iya © Ig1, dentro del rango de £100% de su valor
nominal (refiriéndonos a estos incrementos o decrementos
sobre € valor nominal como sobrerregulacién e
infrarregulaccion, respectivamente). El conjunto inicial de
100 modelos se redujo posteriormente a 35 modelos
viables, eliminando aguellos que no reproducian las
propiedades fisiolégicas del AP en estado estacionario a
distintas frecuencias de estimulacion y en respuesta a
blogueos idénicos [7-9]. Cada uno de estos modelos
representa una célula virtual con caracteristicas ionicas
diferenciadas.

Para investigar la variabilidad latido-a-latido de la
repolarizacion observada en experimentos in-vivo e in-
vitro, se ha afiadido estocasticidad a cada uno de los
modelos AP construidos. Especificamente, |as ecuaciones
que describen el comportamiento de aperturade los canales
ionicos de I, Iy, I, € I, Se modificaron afiadiendo un
término aleatorio inversamente proporciona a la raiz
cuadrada del nimero de canales [10]. Este nimero de
canales se obtuvo, para cadatipologiaiodnica, dividiendo la
conductancia global del modelo entre la conductancia
ionica unitaria descrita experimentalmente [11-12].

Para simular el sindrome de LQT1 se bloqued a 90% la
corriente Ix,. Los efectos de la estimulacion beta-
adrenérgica (B-AS) sobre la electrofisiologia ventricular
humana se modelaron utilizando el enfoque descrito en
[13], caculando los niveles de fosforilacion de los
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sustratos celulares de proteina quinasa A (PKA) calculados
de acuerdo a [14] y a las actualizaciones posteriores
descritasen [15]. Sesimulé unadosisde 1 uM del agonista
B-adrenérgico isoproterenol (1SO), nivel que conduce a
efectos maximos.

La integracion numérica se realiz6 por medio del método
Euler-Maruyama, con un paso de tiempo dt = 0.02 ms.
Para asegurar la convergenciade los resultados, lalongitud
total de cada una de las simulaciones se definié en 2500
ciclos, con una frecuencia de estimulacion de 1 Hz, donde
los primeros 500 ciclos correspondieron a las condiciones
decontrol, lossiguientes 500 ciclosacondicionesde LQT1
y, finalmente, 1500 ciclos en los que se simularon
condiciones conjuntas de B-ASy LQT1.

2.2. Marcadoresdel AP

Se evaluaron |os siguientes marcadores derivados del AP,
tradicionalmente empleados para caracterizar su duracion
y forma[11], en los Ultimos 100 ciclos de cada condicion
simulada (control, LQT1y LQT1 junto con B-AS):

e Promedio de la duracion del AP a 90% de

repolarizacion (APD):
100
1
APD = W; APDgy(n) )

donde APDg(n) es la duracién del AP a 90% de
repolarizacion para el latido n de los Ultimos 100 ciclos de
cada condicién.

e Promedio de la triangulacion del AP (TR),
calculado como:

100

1
TR = anl TR(n) 2

donde TR(n) = APDgo(n) - APDso(n), siendo APDso(n) la
duracién del AP a 50% de repolarizacion para el latido n
delos dltimos 100 latidos de cada condicion.

e Promedio de la variabilidad a corto plazo (STV,
Short-Term Variability):

K N-1
1 |APDgo(n + 1) — APDgo(n + 1 + i)
STV—KZZ N=Dva ®)

i=1n=1

donde K = 100 — N + 1. Los valores instantaneos de STV
se calculan en ventanas de N = 30 |atidos y posteriormente
se promedian entre las K ventanas existentes en |os Gltimos
100 ciclos de cada condicion.

e Promedio de la variabilidad a largo plazo (LTV,
Long-Term Variability):

K N-1 —
LTV = 1 Z Z |APDgo(n + 1) + APDgy(n + 1 + i)—2APD;|
K (N —-1)V2

(4)

i=1n=1

donde APD; representa el promedio del APDg paralos 30
|atidos existentes dentro de laventanaii.

Finamente, se llevd a cabo un andlisis de correlacion
parcial lineal para evaluar las correlaciones entre las
conductancias de las corrientesidnicas y los valores de los
marcadores de AP descritos anteriormente [11]. Los

coeficientes obtenidos a partir de esta correlacion parcia
se denotaron por py, donde x representaAAPD, ATR, ASTV
y ALTV, los cuales simbolizan los cambios en APD, TR,
STV o LTV respectivamente, inducidos por la
estimulacion B-AS bajo € sindrome LQT1.

3. Resultadosy Discusion
3.1. Morfologiay Duracion del AP

La Fig. 1 presenta la respuesta de tres células virtuales
diferentesd efecto delainhibicion al 90% de I, y ap-AS.
Los valores de APDgy(n) (panel superior) y TR(n) (panel
inferior) se muestran para cada una de las tres fases de la
simulacion: control, LQT1y LQT1 junto con B-AS. Como
puede observarse en lafigura, losvaloresde APD y TR son
mayoresen LQT1 queen el periodo de control paralastres
células ilustradas. Sin embargo, el grado de aumento de
APD y TR depende notablemente de la célula evaluada.
Para la célula mostrada en negro, puede observarse una
prolongacién elevadadel valor de APD y TR, mientras que
el cambio inducido por lainhibicion de I, en las otras dos
células es menor.

La aplicacion de ISO provoca una repentina caida
transitoria en los valores de APDgy(n) y TR(Nn) en las tres
células ilustradas, seguida de un lento incremento en el
valor de ambos marcadores del AP. Nuevamente, los
valores obtenidos para el grado de cambio en APD y TR
debido al efecto de B-AS bagjo condiciones de LQT1 son
significativamente diferentes para cada una de las tres
células ilustradas, variando desde cambios insignificantes
hasta incrementos/decrementos de gran val or, como ocurre
particularmente en el caso de APD.
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Figura 1. Valores de APDgo(n) y TR(n) para las tres células
virtuales simuladas con distintas caracteristicas ionicas. Las
lineas de puntos verticales delimitan los periodos de tiempo
correspondientes a cada una de las zonas simuladas: control,
LOTI y LQTI + p-AS.
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Figura 2. Panel izquierdo: Coeficientes obtenidos para la
correlacion parcial entre AAPD y las conductancias de las
corrientes idnicas, mostrandose con circulos negros las
correlaciones parciales significativas. Panel derecho: De
manera similar para ATR.

LaFig. 2 muestralos resultados del andlisis de correlacion
parcial obtenidos a evaluar las diferencias en los valores
de APD y TR entre las fases LQT1 + B-ASy LQT1. Para
el valor de AAPD se ha obtenido una correlacion
significativamente positiva con respecto ala conductancia
Ggr. En cambio, se obtiene una correlacién negativa
significativa con respecto ala conductancia G. Debido a
esto se espera que las células con LQT1 y una fuerte
sobrerregulacién de Iy, o infrarregulacion de Iy
experimenten grandes incrementos de APD en respuesta a
B-AS. En cuanto a ATR, se han encontrado correlaciones
negativas o positivas significativas con todas las
conductancias excepto G, , tal y como puede observarse
en € panel derecho de la Fig. 2. Esto nos indica que la
sobrerregulacion de Iy, 0 I, Yy lainfrarregulacion de I,
I, O Iy, tendrd un gran impacto en € aumento de la
triangulacion del AP por efecto de B-AS.

3.2. Variabilidad latido-a-latido

Los resultados de la variabilidad temporal de APDg se
presentan en laFig. 3 paralas mismastres células virtuales
citadas en €l anterior apartado 3.1. Enla columnaizquierda
pueden verse los gréficos de Poincaré para las fases de
control, LQT1y LQTI + B-AS en los tltimos 100 ciclos
de las cada una de estas condiciones. Las medidas
correspondientes de STV se muestran en la columna
derecha para las tres células virtuales. Como puede
observarseenlaFig. 3, STV experimentacambios de leves
a moderados en respuesta a la inhibicién de Iy
(ASTV_gr1), con porcentgjes de cambio que varian entre
-45% y 20% para el conjunto de células simuladas.

El cambio en STV debido a los efectos de B-AS esaln més
diverso en la poblacion de células simuladas. Mientras que
muchas células, como las que se muestran en la Fig. 3,
presentan un aumento importante en STV (alcanzandose
un valor maximo del 214%), también hay células donde
STV apenas cambia o incluso llega a disminuir
ligeramente. Ademas, es importante resaltar que los
cambios obtenidos en STV debidos alainhibicién del 90%
de la corriente I o a la estimulacion B-AS han resultado
ser independientes del valor de APD.

Un g emplo que puede resaltarse de los resultados de STV
obtenidos es el de la segunda y tercera células virtuales
simuladas. Aunque ambas células presentan unos valores
de APD similares en la primera fase de la simulacién
(contral), reflgjan cambios muy distintosen STV debido al
efecto de lainhibicién de I, en concreto un descenso del
33% Yy del 7%, respectivamente. Igualmente ocurre para el
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Figura 3. Columna izquierda: Gréficos de Poincaré para las
tres células virtuales bajo condiciones de control (azul), LQT1
(rojo) y LQT1+ p-AS (amarillo). Columna derecha: Valores
correspondientes de STV y porcentajes de cambio debidos a la
inhibicién de Ixs y a f-AS.
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Figura4. Panel izquierdo: Coeficientes obtenidos para la
correlacion parcial entre ASTV y las conductancias de las
corrientes ionicas, mostrandose con circulos negros las
correlaciones parciales significativas. Panel derecho: De
manera similar para ALTV.

cambio de STV asociado a B-AS, yaque, aun partiendo de
unos niveles similares de APD en ambas células para las
condiciones de LQT1, el efecto de B-AS ha provocado un
incremento de STV del 55% en la segunda célula y del
150% en la tercera. Esta respuesta atamente inter-
individual de STV a LQTL1 y a la accion adrenérgica
posterior (B-AS) se ha observado de forma similar parala
variabilidad temporal alargaescala (LTV).

En la Fig. 4 se muestran los resultados obtenidos a partir
delacorrelacion parcia paralasdiferenciasen STV y LTV
entre las fases LQT1 + B-ASy LQT1. De acuerdo con los
resultados obtenidos, el valor de STV se correlaciona de
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manera significativamente positiva con Ggg Y Gegr, SIN
embargo para Gg, existe una correlacion significativa
negativa. Del mismo modo, en e caso de LTV se ha
observado ademas una correlaciéon significativamente
negativacon G, . El papel clave delas corrientes I, € 4,
en la modulacion de larespuestade STV y LTV a B-AS
puede atribuirse a gran aumento de estas dos corrientes
inducidas por la fosforilacion mediada por PKA.

4. Conclusiones

Mediante la construccion de un conjunto de modelos
estocasticos de células ventriculares humanas que
representan las propiedades de AP experimentales se ha
procedido a caracterizar la respuesta de las diferentes
células individuales a efecto del sindrome LQT1 y de la
estimulacion adrenérgica. Se han observado cambios muy
heterogéneos en los valores de APD, triangulacion y
variabilidad temporal dependiendo de las caracteristicas
ionicas de las células. Para agunas células, laestimulacion
adrenérgica bajo condiciones de LQT1 no ha tenido
précticamente ningln efecto sobre el AP, mientras que para
otras células han llegado a cuantificarse incrementos
mayores a 200%, particularmente con respecto al valor de
lavariabilidad |atido-a-latido del AP. Se han determinado
los factores iénicos que subyacen a la naturaleza de la
respuesta a la estimulacion adrenérgica bajo condiciones
de sindrome LQT1.

En futuros trabajos esta previsto estudiar distintos grados
deinhibicion delacorriente I, y analizar otros protocol os
de estimulacion diferentes al considerado en este estudio.
Asimismo, se prevé llevar acabo simulaciones entejidosa
partir de las cual es se deriven sefial es el ectrocardiogréficas
sobre las que podrian cuantificarse marcadores
descriptivos de las distintas respuestas caracterizadas en
este estudio, los cuales serian de utilidad en la préactica
clinica parala estratificacion de riesgo de pacientes con el
sindrome LQT1.
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