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Analisis de los efectos inducidos por farmacos sobre la actividad eléctrica cardiaca
RESUMEN

El objetivo principal de este proyecto fin de carrera se ha centrado en investigar el efecto de
un farmaco antiarritmico, como es el sotalol, sobre el miocardio ventricular. Estudios
experimentales han probado que el sotalol, ampliamente utilizado en el tratamiento de arritmias
auriculares y ventriculares, modifica de manera muy sustancial la actividad electrofisiologica
del corazon, siendo dicha accion beneficiosa en algunos pacientes pero no asi en otros.

Durante la realizacion de este proyecto fin de carrera se ha analizado una base de datos de
pacientes con y sin historia de Torsade de Pointes (TdP), una arritmia ventricular que puede
conducir a la muerte subita cardiaca, a los que se administré sotalol. Ademas, se ha modelado el
modo de accion del sotalol a distintas escalas, que van desde el nivel subcelular pasando por la
actividad celular y llegando hasta el modelado a nivel de tejido, validando el modelo con
resultados de la literatura y los resultados del analisis de la base datos. En estudios recientes se
ha documentado que el sotalol actia directamente sobre el miocardio ventricular prolongando la
duracion del potencial de accion (AP) de cada uno de los miocitos. Esta prolongacion es, sin
embargo, heterogénea a lo largo de la pared del ventriculo, de forma que las células del
miocardio medio presentan un aumento en la duracion del AP (APD) mucho més acentuado que
el que presentan las células del endocardio y el epicardio ventricular. Este fendomeno podria ser
clave para explicar el beneficio o no de la terapia con dicho farmaco. En cualquier caso, resulta
necesario profundizar mas en el estudio de las alteraciones causadas por el sotalol para
comprender el modo exacto en que afecta a las distintas corrientes que circulan a través de los
canales ionicos situados en la membrana de los miocitos ventriculares y con ello evaluar la
repercusion del farmaco en la actividad eléctrica a nivel celular y de tejido. El procesado de
sefial de la base de datos nos aporta informacion sobre los efectos del sotalol en un grupo de
pacientes que ha sufrido TdP (+TdP) y otro que no la ha sufrido (-TdP). Mediante el modelado
cardiaco computacional podemos analizar los efectos del sotalol desde el nivel subcelular hasta
el nivel de tejido.

La contribuciéon del proyecto ha sido la determinacion de biomarcadores capaces de
identificar la eficacia o ineficacia del farmaco en el tratamiento de arritmias. El procesado de
sefal aplicado sobre la base de datos analizada ha permitido demostrar que el sotalol induce
cambios significativos en los indices electrocardiograficos RR, QT, QT corregido por el ritmo
cardiaco y, sobre todo, en el intervalo desde el pico hasta el final de la onda T (Tpe),
particularmente para el grupo +TdP, reforzando asi el papel de Tpe como marcador bioeléctrico.
Utilizando herramientas de modelado cardiaco computacional se han relacionado estos efectos
observados en la sefial electrocardiografica con las manifestaciones a nivel de célula y tejido
cardiaco. Por una parte, se ha probado que existe una relacion lineal entre la dispersion de la
repolarizacion y el intervalo Tpe. Ademas, se ha comprobado que los cambios en los intervalos
QT y QT corregido estan determinados por los valores de APD de los miocitos ventriculares, asi
como por la velocidad de conduccion del impulso eléctrico y la constitucion del miocardio.

A partir de los resultados obtenidos del analisis de registros electrocardiograficos clinicos asi
como de la simulaciéon de los efectos del sotalol administrado a distintas dosis, podemos
concluir que prolongaciones de los intervalos QT y Tpe corregidos superiores al 15% y 20%,
respectivamente, estan asociadas con un alto riesgo arritmico y, en consecuencia, indican
toxicidad cardiaca inducida por el farmaco.
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1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTESY CONTRIBUCIONES DE ESTE ESTUDIO

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera causa de mortalidad en paises
desarrollados como el nuestro. Una parte importante de estas muertes se relacionan
directamente con la generacion de arritmias malignas, algunas de las cuales acaban
desembocando en muerte subita cardiaca. Una arritmia es una desviacion del ritmo normal o
sinusal del corazon. Puede deberse a una alteracion en la formacion o en la conduccion de los
impulsos eléctricos que rigen el ritmo sinusal. Se clasifican en funcion de la zona del corazon
donde se originan en arritmias auriculares o ventriculares. Ademas, pueden ser bradiarritmias, si
el ritmo cardiaco (HR, heart rate) es menor de 60 latidos/minuto, o taquiarritmias, si es mayor
de 100 latidos/minuto. Algunas arritmias comunes son la taquicardia, el flater y la fibrilacion,
tanto auriculares como ventriculares [1]. Para poder avanzar en la prevencion y/o tratamiento de
las arritmias, resulta de gran interés profundizar en el conocimiento que se tiene de tales
condiciones patologicas no sélo a nivel del electrocardiograma (ECG) de superficie sino
también de las manifestaciones que tienen lugar a nivel celular y subcelular.

El objetivo principal de este proyecto fin de carrera se centra en investigar el efecto de un
farmaco antiarritmico, como es el sotalol, sobre la actividad eléctrica cardiaca de los miocitos
ventriculares humanos. Estudios experimentales han probado que el sotalol, ampliamente
utilizado en el tratamiento de arritmias auriculares y ventriculares, modifica de manera muy
sustancial la actividad electrofisiologica del corazon, siendo dicha accion beneficiosa en algunos
pacientes pero no asi en otros. En la realizacion de este proyecto fin de carrera se analizara una
base de datos de pacientes con y sin historia de Torsade de Pointes (TdP) a los que se
administré sotalol. La TdP es una arritmia ventricular que puede llevar a la muerte subita
cardiaca asociada a la prolongacion de la actividad eléctrica ventricular. Ademas, se modelara el
modo de accion del sotalol a distintas escalas, que van desde el nivel subcelular pasando por la
actividad celular y llegando hasta el modelado a nivel de tejido. A partir del modelado a nivel de
tejido se calcularan senales pseudo-ECG (pECG) que permitiran validar el modelo con los
resultados del analisis de la base datos. En estudios recientes se ha documentado que el sotalol
actiia directamente sobre el miocardio ventricular prolongando la duracion del potencial de
accion (AP, action potential) de cada uno de los miocitos. Esta prolongacion es, sin embargo,
heterogénea a lo largo de la pared del ventriculo, de forma que las células del miocardio medio
presentan un aumento en la duracion del AP (APD, AP duration) mucho mas acentuado que el
que presentan las células del endocardio y el epicardio ventricular. Este fenomeno podria ser
clave para explicar el beneficio o no de la terapia con dicho farmaco. En cualquier caso, resulta
necesario profundizar mas en el estudio de las alteraciones causadas por el sotalol para
comprender el modo exacto en que afecta a las distintas corrientes que circulan a través de los
canales ionicos situados en la membrana de los miocitos ventriculares y con ello evaluar la
repercusion del farmaco en la actividad eléctrica a nivel celular y de tejido. El procesado de
sefial de la base de datos nos aporta informacion sobre los efectos del sotalol en el grupo de
pacientes que ha sufrido TdP (+TdP) y otro que no la ha sufrido (-TdP). Mediante el modelado
cardiaco computacional podemos analizar los efectos del sotalol desde el nivel subcelular hasta
el nivel de tejido. La contribucion del proyecto se basa en caracterizar los efectos del sotalol en
los grupos de poblacion +TdP y -TdP, asi como analizar los efectos del sotalol mediante el
modelado cardiaco computacional desde el nivel subcelular hasta el nivel de tejido. Finalmente,



el objetivo ultimo del proyecto es contribuir a determinar biomarcadores capaces de identificar
la eficacia o ineficacia del farmaco en el tratamiento de arritmias.

Para el desarrollo del proyecto se hard uso de técnicas de modelado cardiaco computacional,
las cuales representan una valiosa herramienta para comprender el funcionamiento del corazon a
distintos niveles (molecular, idnico, celular, en tejido, en 6rgano) y dar respuesta al porqué de
determinadas alteraciones fisiopatologicas observadas en la practica clinica y cuyos mecanismos
subyacentes estan poco claros en la actualidad. En el procesado de los ECG y pECG se
emplearan técnicas de procesado de senal para la deteccion del complejo QRS, la delineacion y
la medicion de intervalos con el fin de caracterizar las ondas y los segmentos que los componen.

1.2. ACTIVIDAD ELECTRICA DEL CORAZON

El corazén es un musculo que actfia como una bomba que distribuye la sangre a través de
dos sistemas circulatorios: uno que lleva la sangre de vuelta del cuerpo hacia los pulmones para
que se oxigene y el otro que lleva la sangre de vuelta de los pulmones hacia todo el cuerpo. Para
esto el corazon se dispone en dos partes simétricas, la izquierda y la derecha, divididas por una
pared o septum. La izquierda, la que bombea al cuerpo, es mas fuerte que la derecha. Ambas
partes estan compuestas por una auricula, cavidad donde llega la sangre, y un ventriculo,
cavidad desde la que se expulsa la sangre. La actividad mecanica del ciclo cardiaco comienza
cuando la auricula derecha, que recoge la sangre de todo el cuerpo excepto los pulmones, se
contrae y fuerza la sangre hacia el ventriculo derecho. Cuando el ventriculo derecho se ha
llenado, se contrae y fuerza la sangre hacia los pulmones. Las venas pulmonares devuelven la
sangre a la auricula izquierda que la vacia en el ventriculo izquierdo. Este fuerza la sangre hacia
todo el cuerpo excepto los pulmones a través de las arterias que evolucionan en el sistema
venoso de retorno al corazon (Figura 1). El ciclo cardiaco se compone de dos fases, activacion y
recuperacion, denominados en términos eléctricos despolarizacion y repolarizacion, y en
términos mecanicos contraccion y relajacion [1].
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Figura 1: Tlustracion esquematica de la anatomia del corazén. Las flechas indican las
direcciones del flujo de sangre entrante y saliente del corazon (tomado de [2]).

A nivel celular esta actividad se debe a que el tejido muscular del corazon (miocardio) esta
compuesto de células (miocitos) que responden de forma no lineal con el AP (que representa el
potencial transmembrana, medido como la diferencia de tension entre el medio extracelular y el



medio intracelular, frente al tiempo en cada latido cardiaco) si se les aplica un estimulo lo
suficientemente grande. El nodo sinoauricular (SA) esta dotado de automaticidad, es decir, tiene
capacidad para generar automaticamente impulsos eléctricos. Estos impulsos marcan el HR.
Aunque todas las zonas del corazén pueden generar impulsos eléctricos, el nodo SA Io hace a la
mayor frecuencia, generando el ritmo sinusal. En caso de retrasarse la generacion de impulsos
del nodo SA, cualquier otra zona del corazon puede causar el latido. Los impulsos eléctricos,
una vez generados en el nodo SA, son transmitidos de unos miocitos a otros a lo largo de toda la
auricula hasta que se alcanza el nodo auriculoventricular (AV), lugar donde la sefial eléctrica es
recogida y retrasada para permitir el llenado de los ventriculos. El impulso entra en la pared
entre los dos ventriculos por el haz de His. El camino se divide entonces en dos ramas de
conducciodn rapida para los ventriculos derecho e izquierdo que a su vez se dividen en una red
de fibras de conduccion especializadas llamadas fibras de Purkinje. La respuesta no lineal de los
miocitos de cada zona del corazon es distinta. En este proyecto se estudiara el comportamiento
de los miocitos ventriculares. El ECG refleja la actividad eléctrica del corazon y se obtiene
colocando electrodos en la superficie del cuerpo. A la diferencia de potencial entre un par de
electrodos se le denomina derivacion. El ECG describe las diferentes fases eléctricas de un ciclo
cardiaco y representa una suma en tiempo y espacio de los AP generados por millones de
células cardiacas. Asi, mas que reflejar directamente cambios en el potencial de membrana a
través de las células, el ECG proporciona una medida de las corrientes eléctricas generadas en el
fluido extracelular por estos cambios de potencial (Figura 2) [1].
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Figura 2: La morfologia y tiempos de los AP de diferentes regiones del corazon y el ciclo
cardiaco correspondiente del ECG medido en la superficie del cuerpo (tomado de [2]).

Los miocitos poseen una membrana que separa los medios extracelular e intracelular. Sus
principales componentes son dos capas de lipidos, con las colas hidrofobas apuntando dentro de
la membrana. Los poros macromoleculares de la membrana de la célula son proteinas insertadas
que forman los canales i6nicos a través de los que pueden fluir los iones generando el AP
(Figura 3).
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Figura 3: Estructura de la membrana celular con un poro (tomado de [3]).

El AP se caracteriza por tener 5 fases [2, 4] (Figura 4): la fase 0 es la despolarizacion debida
a un rapido influjo de iones de sodio que crean la corriente de sodio Iy,; la fase 1 es una pequefia
repolarizacion o notch debida a la corriente transitoria de potasio I, (esta corriente, y por tanto
esta fase, no esta presente en todos los miocitos); la fase 2 es una meseta debida a que el influjo
de iones de calcio en la forma de corrientes de entrada mas lentas, Ic,, es capaz de compensar la
accion de las corrientes de potasio; la fase 3 es la repolarizacion debida a las corrientes de
potasio que llevan el potencial de nuevo al reposo; por ultimo, la fase 4 es el reposo y tiene un
valor de alrededor de -86 mV en el ventriculo humano. El reposo tiene una tension negativa
porque la concentracion extracelular de iones es menor que la intracelular y si la célula no se
estimulase permaneceria a dicho potencial. El intervalo de tiempo entre el final de un AP y el
comienzo de otro es el intervalo diastolico (DI, diastolic interval), también llamado intervalo de
recuperacion porque si es largo y permite a la membrana recuperarse completamente le sigue un
APD largo y si es corto, le sigue un APD corto. Esta dependencia del APD con el DI se puede
representar mediante la curva de restitucion del APD (APDR, APD restitution), que relaciona el
APD con el DI previo.
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Figura 4: Fases del potencial de accion (tomado de [2]).



Los miocitos del miocardio ventricular humano estan dispuestos en tres regiones (de la mas
interna a la mas externa): endocardio, miocardio medio y epicardio. Cada una de estas regiones
tiene una morfologia del AP distinta (Figura 5).
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Figura 5: Heterogeneidades transmurales en el miocardio ventricular humano. A: Distribucion
del epicardio, miocardio medio y endocardio en la pared ventricular izquierda. B: Diferentes
morfologias del potencial de accion de las regiones de epicardio, miocardio medio y endocardio
(tomado de [5]).

1.3. ONDAS E INTERVALOS DEL ECG

En este apartado describiremos algunas ondas e intervalos del ECG (Figura 6). La amplitud
de una onda se mide con referencia al nivel de la linea de base del ECG, cominmente definido
por la linea isoeléctrica que precede inmediatamente al complejo QRS. La duracién de una onda
se define por los dos instantes de tiempo en los que la onda se desvia significativamente de la
linea de base o la cruza.

T T T T T T T T T T T T
RR interval
>
g
u
=
ﬁ
g
<
duration duration
l:’Q interval QT interval :
-2 L i1 ! L | L TR 1 1 1 L 1 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Time (ms)

Figura 6: Definiciones y duraciones de las ondas e intervalos importantes del ciclo cardiaco
(tomado de [1]).



La onda P refleja la despolarizacion secuencial de las auriculas derecha e izquierda. En la
mayoria de las derivaciones, la onda P tiene polaridad positiva y una morfologia monofasica
suave. Su amplitud es normalmente de menos de 300 pV y su duracion, de menos de 120 ms.
Una onda P normal se considera de baja frecuencia, por debajo de 10-15 Hz (Figura 7). A veces
es dificil determinar el comienzo y el final de la onda P debido a su baja amplitud y su
morfologia suave.
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Figura 7: Espectro de potencia de la onda P, el complejo QRS y la onda T. El diagrama es una
guia aproximada de las componentes espectrales; existen grandes variaciones entre latidos de
diferentes derivaciones, origen y sujetos (tomado de [1]).

El complejo QRS refleja la despolarizacion de los ventriculos derecho e izquierdo que en el
corazén normal dura unos 70-110 ms. La primera desviacion negativa del complejo QRS se
denota onda Q, la primera positiva se denota onda R, mientras que la desviacion negativa
posterior a la onda R se denota onda S (Figura 6). Aunque el complejo QRS puede estar
compuesto por menos de tres ondas individuales, nos referimos a él como complejo QRS. La
morfologia del complejo QRS es altamente variable y depende del origen del latido del corazon.
Puesto que el complejo QRS tiene la amplitud mas grande de las ondas del ECG, alcanzando a
veces 2-3 mV, es la onda que primero se identifica en cualquier tipo de analisis en el que se
requiera delinear el ECG. Debido a sus bruscas pendientes, el contenido frecuencial del
complejo QRS es considerablemente mayor que el de las otras ondas del ECG y esta
concentrado en su mayoria en el intervalo 10-50 Hz (Figura 7).

La onda T refleja la repolarizacion ventricular (la repolarizacion auricular no se puede
distinguir normalmente en el ECG ya que coincide con el complejo QRS que es mucho mas
grande) y se produce unos 300 ms después del complejo QRS. Su posicion es fuertemente
dependiente del HR, haciéndose mas estrecha y proxima al complejo QRS para ritmos rapidos;
esta propiedad de “contraccion” no se aplica a la onda P o el complejo QRS. La onda T normal
tiene una morfologia suave redondeada que, en la mayoria de las derivaciones, esta asociada con
un unico pico positivo. Para ritmos cardiacos rapidos, la onda P se une con la onda T, causando
que el punto final de la onda T y el inicio de la onda P se confundan.

El intervalo RR representa la longitud de un ciclo cardiaco ventricular, medido entre dos
ondas R sucesivas, y sirve como un indicador del ritmo ventricular. E1 HR es una medida
inversa del RR. El intervalo RR es la cantidad fundamental del ritmo en cualquier tipo de
interpretacion del ECG y se usa para caracterizar diferentes arritmias asi como para estudiar la
variabilidad del HR.



Por ultimo, el intervalo QT representa el tiempo desde el comienzo de la despolarizacion
hasta la finalizacion de la repolarizacion de los ventriculos. El intervalo QT normalmente varia
con el HR y se hace mas corto para ritmos mas rapidos. Por ello, es comun corregirlo por el HR
de manera que el intervalo QT corregido (QTc) permita una evaluacion aproximadamente
independiente del HR [6, 7]. La prolongacion del intervalo QT se ha visto en varias afecciones
cardiacas asociadas con un mayor riesgo de muerte subita.

1.4. CARDIOTOXICIDAD DE FARMACOS

El desarrollo de nuevos farmacos es un proceso muy costoso que seria inutil si se descubre
que el medicamento es toxico en una fase avanzada de desarrollo o cuando ya ha salido al
mercado. Por ello las empresas farmacéuticas hacen estudios de toxicidad en los que
habitualmente analizan exclusivamente tres indices: el gen humano relacionado al gen éter a-go-
go (HERG, human ether a-go-go related gene), APD y QT.

Las directrices reguladoras consideran la prolongacion del intervalo QTc en el ECG como el
principal marcador de la cardiotoxicidad de un farmaco y, asi, la prolongacion de QTc es la
principal razén para la retirada de un farmaco. Ahora se sabe que, en muchos casos, los
farmacos que prolongan el intervalo QTc llevan asociada la inhibicion del canal del HERG, que
es responsable de la corriente rectificadora rapida retardada de iones de potasio o K™ (Ix;) y
juega un papel clave en la fase de repolarizacion del AP. Asi, las directrices reguladoras
recomiendan actualmente ensayos preclinicos in vivo e in vitro para predecir el riesgo de
prolongacion del intervalo QTc y TdP en humano. Los ensayos preclinicos mas comunmente
empleados implican evaluar los efectos del farmaco en registros de Ik, de la célula completa,
APD en célula y tejido, y ensayos in vivo de QT en animales, normalmente perros. De manera
que los marcadores tradicionalmente empleados para evaluar la cardiotoxicidad o el riesgo
proarritmico de un farmaco son:

e A nivel clinico, el intervalo QT.
e A nivel preclinico:
0 APD. El APD se mide normalmente cuando el potencial ha caido al 90% de su
valor maximo, APDgyy. En otras ocasiones se mide cuando ha caido al 50%,
APDs.
0 Ik, para la que se evalua su valor de ICs, esto es, la mitad del maximo (50%)
de la concentracion inhibidora (IC, inhibitory concentration) de una sustancia o,
en otras palabras, la cantidad de farmaco necesaria para inhibir a la mitad, en
este caso, el canal de K™ codificado por el HERG.

Sin embargo, mientras que la mayoria de casos de TdP inducidos por farmacos se han
asociado con el bloqueo del HERG, y la prolongacion del APD y del intervalo QTc, todos los
farmacos que bloquean el HERG y/o prolongan el intervalo QTc no traen como consecuencia la
generacion de arritmias. Asi, en los ultimos afios, se han propuesto nuevos marcadores
electrofisiologicos que proporcionan una caracterizacion mas completa del riesgo arritmico que
los estudios de HERG, APD y QT [8, 9]. Los nuevos marcadores empleados en este proyecto
son:

e Elintervalo Tpico-fin (Tpe, Tpeak-end), definido como el tiempo desde el pico hasta
el final de la onda T, se ha sugerido como un indicador de la dispersion de
repolarizacion y, en muchos estudios, se ha propuesto como indicador, mas



especificamente, de la dispersion transmural (TDR, transmural dispersion of
repolarization) [10, 11].

e El cociente entre el intervalo QT y TQ (QT/TQ, donde TQ es el intervalo desde el
final de la onda T hasta el inicio de la onda Q y representa el tiempo entre
repolarizaciones ventriculares) refleja la fraccion del tiempo empleado en la
repolarizacion ventricular frente al tiempo entre repolarizaciones ventriculares e
indica la magnitud de la pendiente de la relacion de restitucion [12].

o El porcentaje de latidos con una relacion QT/TQ mayor que 1 (%QT/TQ>1) refleja
donde el tiempo empleado en la repolarizacion ventricular es mayor que el tiempo
entre repolarizaciones ventriculares. Referido a la curva de restitucion QT/TQ, este
indice indica la fraccion de la curva donde la estabilidad no es tan segura [12], segun
la asociacion establecida entre la pendiente de la curva de restitucion y la transicion
de taquicardia a fibrilacion ventricular (VF, ventricular fibrillation) [13, 14].

1.5. SOTALOL

Los farmacos interactiian con el corazoén a nivel molecular una vez que se han introducido en
el cuerpo, intravenosa u oralmente. El sotalol es un compuesto racémico de dos farmacos, el I-
sotalol y el d-sotalol [15], que difieren en su farmacologia y tienen efectos antiarritmicos de
Clase Il y de Clase IlI, respectivamente. En primer lugar, el l-sotalol es un beta-bloqueante que
suprime la funcion del nodo SA y ralentiza la conducciéon del nodo AV, lo que disminuye el
HR. Por otro lado, el d-sotalol prolonga el AP al bloquear la corriente Iy,. A nivel de ECG, el
sotalol alarga la repolarizacion ventricular y puede inducir TdP.

La inhibicion de la corriente Iy, por el sotalol es dependiente del potencial transmembrana y
el estado en el que se encuentra el canal idnico [16]. La molécula de sotalol gana acceso al sitio
de enlace cuando el canal estd en estado activado (abierto) [17] (Figura 8).

Depolarisation

Repolarisation

A

Slow Fast
# ;
Slow Fast ‘
Closed Blocked
(2] @ (Inactivated)
o © &

Figura 8: Esquematico que ilustra la inhibicion por farmaco del HERG durante los estados
activado e inactivado. Las moléculas del farmaco (representadas por puntos rojos) se aproximan
a la proteina del canal desde el lado intracelular y ganan acceso a la cavidad del canal durante el

estado abierto (activado). La inactivacion subsiguiente estabiliza el bloqueo (tomado de [18]).

La recuperacion del bloqueo estd también sujeta al estado del canal. Se ha mostrado para
varios metanosulfonanilidos que la recuperacion del enlace con la Ik, esta restringida al estado
abierto, debido al atrapamiento del farmaco por la compuerta de activacion [19]. Basandonos en
estas observaciones se ha justificado la asunciéon de que el sotalol es atrapado de forma similar
dentro de la cavidad interna por la compuerta de activacion. Por ello, y debido también a que el
bloqueo se produce con el canal activado, en el modelo de Markov empleado para simular el
efecto del sotalol la transicion entre los estados no bloqueados y bloqueados se produce en el
estado abierto [18]. Ademas, es razonable asumir que la dindmica de los mecanismos de las
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compuertas de activacion e inactivacion no se ve afectada por la molécula de farmaco enlazada,
es decir, que las tasas de transicion entre estados de la cadena de Markov que emplearemos para
simular el efecto del sotalol son las mismas estén o no los estados bloqueados por el sotalol
[18].

Estas caracteristicas se veran luego plasmadas en los resultados obtenidos de la base de datos
analizada y en el modelo de Markov utilizado para simular el efecto del sotalol. En el modelo
solo se ha considerado el comportamiento del d-sotalol (es decir, los efectos de Clase III) ya que
se ha mostrado que la inhibicion de Ik, juega el papel principal en las arritmias inducidas por
farmacos.

1.6. OBJETIVOS DE LA MEMORIA

El objetivo principal de este proyecto fin de carrera se centra en investigar el efecto de un
farmaco antiarritmico, como es el sotalol, sobre el miocardio ventricular. El objetivo tltimo del
proyecto es contribuir a determinar biomarcadores capaces de identificar la eficacia o ineficacia
del farmaco en el tratamiento de arritmias.

Para la consecucion de tales objetivos, se plantean las tareas que se describen a continuacion,
separadas en dos campos de trabajo:

e Procesado de ECG:
0 Preprocesado y delinacion de los ECG de la base de datos.
O Analisis de los efectos del sotalol a nivel de ECG en la poblacion global de
estudio, asi como separadamente en los grupos +TdP y -TdP.
e Modelado cardiaco computacional:
0 Revision bibliografica de los modelos ventriculares existentes en la literatura.
0 Estudio de las alteraciones que induce el sotalol sobre los canales i6nicos.
0 Evaluacion de como los efectos a nivel idnico contribuyen a explicar
alteraciones en la dinamica electrofisiologica ventricular.
O Analisis de como tales caracteristicas fisiopatdlogicas inducidas por la accion
del farmaco en célula y tejido se relacionan con la probabilidad de generacion
de arritmias malignas.

1.7. ORGANIZACION

La memoria se organiza en varios capitulos divididos, a su vez, en una parte dedicada a la
base de datos y otra al modelado cardiaco computacional:

e En el capitulo 2 se describen los métodos utilizados para el procesado de ECG
detallando la base de datos analizada en este proyecto, el preprocesado y la delineacion,
los indices estudiados, la correccion de los indices por el HR y el analisis estadistico.
Por otra parte, se describen los métodos relacionados con el modelado cardiaco
computacional donde se detallan los modelos de electrofisiologia celular y, en concreto,
de ventriculo humano utilizados en el proyecto, el modelo de Markov para simular el
efecto del sotalol, la propagacion del impulso eléctrico en tejido, los protocolos de
estimulacion, el preprocesado y la delineacion, y los indices preclinicos y clinicos
analizados.

e En capitulo 3 se muestran los resultados para el procesado de ECG en los que se
describen los efectos inducidos por el sotalol en ECG, la cuantificacion de los indices
analizados, los efectos del sotalol en los dos grupos de pacientes (+TdP y -TdP) y los



beneficios de los nuevos marcadores utilizados en este proyecto. Se describen también
los resultados obtenidos del modelado cardiaco computacional tratando el modelo
celular humano, la validacion del modelo con sotalol, los cambios inducidos por el
sotalol a nivel de ECG, los mecanismos de estos cambios y la cardiotoxicidad del
sotalol.

Por tultimo, en el capitulo 4 se recogen la discusion y las conclusiones. En el capitulo 5
se presentan las limitaciones del estudio y las posibles lineas futuras.
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2. METODOS

2.1. PROCESADO DE SENAL

2.1.1. BASE DE DATOS DE THEW

Para analizar los efectos del sotalol a nivel de ECG disponemos de una base de datos del
Archivo de ECGs telemétricos y Holter (THEW, Telemetric and Holter ECG Warehouse) del
Center for Quantitative Electrocardiography and Cardiac Safety de la Universidad de
Rochester. Ademas, los resultados clinicos de la base de datos nos serviran para comparar y
validar los resultados obtenidos de las simulaciones.

La base de datos de THEW analizada en este proyecto consta de registros de 34 pacientes, 17
de ellos +TdP, esto es, pacientes que experimentaron TdP en el pasado inducida por una lista
heterogénea de farmacos con potencial para prolongar el intervalo QT y los 17 restantes -TdP
que empezaron a tomar sotalol para prevenir fibrilacion auricular (AF, atrial fibrillation).

El protocolo de estudio consistiéo en la administracion de una dosis de 2,0 mg/kg de peso
corporal de d,I-sotalol intravenoso en un intervalo de 20 minutos a los 34 pacientes. Las pruebas
se realizaron por la mafiana. Se adquirieron registros de ECG (con una frecuencia de muestreo
de 1000 Hz y una resolucion en amplitud de 5.0 uV), en reposo y posicion supina, antes y
durante la administracion del sotalol. Cada registro dispone de las derivaciones I, I, V- V.

Las caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio se dan en el Anexo A. Las edades
medias de los pacientes no eran significativamente diferentes entre los dos grupos: 59+13 afios
en el grupo +TdP frente a 61£12 afios en el grupo -TdP. El nimero de mujeres era ligeramente
superior en el grupo de individuos -TdP (N=12) que en el grupo +TdP (N=9). La presencia de
historia de infarto de miocardio, enfermedad coronaria e hipertension eran similares entre los
grupos de estudio. Habia varios pacientes con historia de AF en ambos grupos (+TdP: N=11y
-TdP: N=17).

2.1.2. PREPROCESADO Y DELINEACION

Para realizar la delineacion automatica de la sefial de ECG se emplean en este proyecto un
conjunto de algoritmos que se agrupan en: filtrado de ruido, deteccion del complejo QRS y
delineacion de ondas. Pueden verse en la Figura 9.

ECG Filtrado de > Deteccion .| Delineacion
ruido de QRS de ondas

l

Figura 9: Algoritmos para el procesado basico del ECG (modificado de [1]).

Los ECG presentan ruido que es necesario eliminar para mejorar la calidad de la sefial. La
linea de base impide definir las medidas referenciadas a la linea isoeléctrica. Puede ser debida a
la transpiracion, la respiracion, los movimientos corporales y el mal contacto de los electrodos,
y en este proyecto la eliminamos mediante un método basado en splines ctibicos. También se ha
empleado un filtrado notch para eliminar las interferencias de la red eléctrica a 50 Hz.

El siguiente paso es la deteccion o lectura de anotaciones externas del complejo QRS, que
por ser el de mayor amplitud y frecuencia es el mas facilmente identificable. Para la localizacion
del complejo QRS, se ha decidido utilizar las anotaciones proporcionadas para cada paciente (un
unico fichero de anotaciones para todas las derivaciones de los dos registros), las cuales habian
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sido revisadas tras la aplicacion de un detector, ya que de esta manera se evita que el detector
automatico basado en la transformada wavelet encuentre complejos QRS donde la calidad de la
sefial no permite distinguir claramente su presencia.

El ultimo algoritmo basico es la delineacion, en la que se definen los inicios, picos y finales
del complejo QRS, la onda T y la onda P. En este proyecto se ha utilizado para la delineacién un
algoritmo basado en la transformada wavelet, que hace que los resultados obtenidos sean
robustos al ruido de alta frecuencia, ya que se realiza un filtrado paso bajo previo a la obtencion
de senales en las distintas escalas de la transformada. Hemos procedido a la eleccion de la mejor
derivacion en cada paciente calculando la relacion sefial a ruido (SNR, signal-to-noise ratio) de
la onda T (obtenida como la amplitud del pico de la onda T frente al ruido existente tras el
complejo QRS) para cada derivacion de los dos registros y hemos elegido la derivacion con
mayor SNR media de los dos registros. En caso de que el delineador no proporcione marcas del
inicio del complejo QRS, la onda R o S y el pico y el final de la onda T para el ECG de la
derivacion seleccionada, volvemos a buscar la mejor derivacion eliminando la elegida
previamente.

2.1.3. INDICES CLINICOS ANALIZADOS
A continuacién se enumeran los indices analizados en este proyecto sobre cada sefial ECG:

Intervalos RR, QT, TQ y Tpe.

QT/TQ: es el cociente de los intervalos QT y TQ.

%QT/TQ> 1: es el porcentaje de latidos con el cociente QT/TQ mayor que la unidad.
Tpe/RR: es la diferencia del valor en el ultimo y el primer instante de la recta de ajuste
de la serie del intervalo Tpe (valores del intervalo Tpe frente al tiempo) dividido entre

D=

la misma diferencia calculada para la serie del intervalo RR.

Una vez obtenidas las series de los indices se les ha aplicado un filtrado de mediana para
eliminar los valores extremos.

2.1.4. CORRECCION POR LOS EFECTOS DEL HR

Como se ha visto en 1.3 el intervalo QT normalmente varia con el HR y se hace mas corto
para ritmos mas rapidos. La correccion del intervalo QT consiste en incorrelarlo con el HR para
permitir una evaluacioén aproximadamente independiente del HR.

Para corregir el intervalo QT se proyectan sus valores para distintos RR al valor estandar de
RR de 1 s. Existen diversas formas de corregir el intervalo QT por el HR. Algunas formas
empleadas en la literatura son la formula de Bazett QT, = QT /VRR o la de Fridericia QT, =
QT/RRY3. Estas formulas son fijas para cualquier distribucion de datos QT-RR y se ha
mostrado en [20] que pueden sobrestimar o subestimar el intervalo QTc. Puesto que los
registros analizados en este proyecto son de corta duracion y en situacion de reposo, el rango de
RR es pequefiio y podemos ajustar las curvas QT-RR segin una recta. Sea QT=aRR+f la recta
que ajusta los datos experimentales. Si llamamos QTc al valor de QT para un valor de RR de 1
s, QTc=QT(RR=1 s), tenemos que QTc=QT+a(1-RR). De esta manera, a diferencia de las
formulas de Bazett y Fridericia, para estimar QTc tenemos en cuenta la distribucion de los datos
QT-RR de cada paciente sin y con sotalol por separado. También calcularemos el intervalo Tpe
corregido, Tpe,, siguiendo una metodologia analoga a la descrita para corregir el intervalo QT.
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2.1.5. ANALISIS ESTADISTICO

El objetivo es tener un unico valor para cada indice de cada registro. Tras el preprocesado y
la delineacion, y la correccion por los efectos del HR disponemos de las series de RR, QT, QTc,
TQ, Tpe, Tpe. y QT/TQ, y los valores de %QT/TQ>1 y Tpe/RR para cada registro. Con el fin
de reducir cada serie a un tnico valor, puesto que los registros son cortos y grabados en
situacion de reposo, se ha calculado la media de las series.

Ademas se han obtenido para el conjunto de todos los pacientes, asi como también para cada
uno de los grupos +TdP y -TdP separadamente, la media y la desviacion estandar (SD, standard
deviation) de los valores de los indices.

Finalmente, se ha realizado una comparacion entre los registros antes y durante la
administracion del sotalol (para el conjunto de todos los pacientes, para el grupo +TdP y para el
grupo -TdP) y entre el grupo +TdP y el -TdP (tanto para los registros obtenidos antes como
durante la administracion del sotalol). La media se ha comparado usando la prueba t de Student
pareada de dos colas de distribucion. La SD se ha comparado usando la prueba F de dos colas
de distribucion. Se ha considerado estadisticamente significativo un valor P<0,05.

2.2. MODELADO CARDIACO COMPUTACIONAL

2.2.1. MODELOS DE ELECTROFISIOLOGIA CELULAR

El modelado cardiaco computacional es una herramienta valiosa para entender el
funcionamiento del corazon a distintos niveles (molecular, idnico, celular, en tejido, en 6rgano)
y conocer las causas de ciertas alteraciones fisiopatoldgicas cuyos mecanismos no se conocen
ain con la suficiente profundidad. Ademas, estos modelos permiten comprobar multiples
hipétesis sin incurrir en ningln riesgo para el paciente. En este proyecto se ha trabajado con
modelos que describen la actividad eléctrica cardiaca en miocitos ventriculares de corazon
humano.

La denominaciéon de modelo viene de la posibilidad de representar mediante un circuito
eléctrico simple el comportamiento eléctrico de la membrana celular [21]. En 1952, Alan Lloyd
Hodgkin y Andrew Fielding Huxley realizaron un estudio sobre células nerviosas de calamar y
lograron definir las corrientes i6nicas que atraviesan la membrana celular incluyendo detalles de
las compuertas de activacion e inactivacion de las corrientes, potenciales de equilibrio y
conductancias variables en el tiempo [21]. El circuito eléctrico equivalente es una malla
compuesta por ramas en paralelo que representan cada una de las corrientes ionicas (iones de
sodio (Na"), potasio (K") y el resto de iones) descritas por una fuente de voltaje en serie con su
conductancia y un condensador que modela el comportamiento capacitivo de la membrana
(Figura 10). El estudio de Hodgkin y Huxley se centré en neuronas, pero sent6 las bases del
modelado de cualquier tipo de células.

La ecuacion matematica que caracteriza este circuito se puede escribir como:

de - _ Iion + Istim (1)
dt Cn
con Vy, el potencial transmembrana; I;,, las diferentes corrientes idnicas que en el modelo de

Hodgkin y Huxley corresponden a la corriente total de sodio In,, la corriente total de potasio Ik
y la corriente total debida a otros iones I;; I, la corriente de estimulacion; y C,, el valor
capacitivo de la membrana por unidad de area (uF/cm?).
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Figura 10: Circuito eléctrico que representa la membrana. Ry, = 1/Gyq; Rk = 1/Gk;
R, = 1/G;. Ry, y Rk varian con el tiempo y el potencial de membrana; los otros
componentes son constantes (modificado de [21]).

La mayoria de modelos de AP de células cardiacas se basan en la formulacion de corriente
i6nica propuesta por Hodgkin y Huxley en [21]. De acuerdo a su trabajo, la corriente
macroscopica correspondiente a un canal i6nico particular se puede formular como

1=G-<]_[xi>-(vm—Es) @)

donde I es la corriente transmembrana (ulA/cmz), G es la conductancia de la corriente maxima
(mS/cm?), x; son las variables de las compuertas (Figura 11), V,, es el potencial transmembrana
y Eg es el potencial de Nemnst para la especie idnica S, que representa el gradiente de
concentracion a través de la membrana de la célula para S [22].

En los modelos basados en la formulacion de Hodgkin-Huxley, las variables de las
compuertas describen la dinamica de las propiedades de las compuertas de los canales i6nicos.
Los procesos de activacion e inactivacion se asumen independientes y pueden, por lo tanto,
modelarse por variables de compuerta dependientes del potencial y el tiempo, que son
independientes entre si. El cambio dependiente del tiempo en la probabilidad de que una
compuerta X; en particular esté abierta estd descrito por la siguiente ecuacion diferencial de
primer orden:

dx;
—=a-Q-x)=B x;, (3)
donde a y P son las tasas de transicion de apertura y cierre de la compuerta dependientes del
potencial (ms™), que se pueden determinar empiricamente en base a experimentos realizados

utilizando la técnica de voltage-clamp [23, 24].
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Figura 11: Esquema que representa el concepto de las compuertas que regulan el flujo de iones
por medio de las corrientes de entrada rapida (canal Na) y lenta (canal Ca) a través de la
membrana de la célula cardiaca. Se representan tres estados. Para el canal Na, durante el estado
de reposo (fila superior) las compuertas de activacion (m) estan cerradas y las compuertas de
inactivacion (h) estan abiertas. El estado activado (fila central) ocurre cuando ambas compuertas
my h se abren en respuesta a un estimulo. Esto permite a los iones de Na entrar en la célula,
segun su gradiente electroquimico, despolarizando la célula, produciendo la subida brusca del
potencial de accion (figura inferior). La despolarizacion resulta en el cierre de las compuertas
(de inactivacion) h, cortando el flujo de entrada de iones de Na. Cuando la subida brusca del
potencial de accion despolariza la célula al nivel de umbral para el canal lento, las compuertas d
se abren y la corriente de entrada lenta fluye contribuyendo a la fase de la meseta del potencial
de accion. Las compuertas f del canal lento se cierran mas lentamente que las compuertas h del
canal rapido (tomado de [25]).

Aunque la formulacién de canal idnico de Hodgkin-Huxley replica con éxito la dindmica de
los canales i6nicos, algunos experimentos han sugerido que las transiciones de estados son a
menudo dependientes de la ocupacion del estado actual [26]. En este caso la formulacion de
canal i6nico de Hodgkin-Huxley es insuficiente y se requiere un modelo que pueda representar
los estados y la dinamica de transicion asociada. Los modelos de Markov en tiempo continuo
encajan en este perfil ya que estan basados en la propiedad de Markov de que las transiciones
entre estados dependen de la formacion actual del canal y no del comportamiento previo.

Las tasas de transicion del estado i al estado j, g;;, dependen del potencial de membrana V,, y
se formulan basadas en principios termodinamicos como:

kgT AS, AH, z3FVy,
=50 (5~ + ) @
donde T es la temperatura absoluta, AS; el cambio en entropia, AH, el cambio en entalpia, z; la
valencia efectiva de cargas moviles y kg, h, F y R son las constantes de Boltzmann, Planck,
Faraday y Gas, respectivamente. Para calcular la corriente idnica macroscopica, es necesario
considerar la probabilidad total de estar en los estados abiertos o de conduccion. El cambio en la
probabilidad del estado P; para N estados discretos esta descrito por la ecuacion diferencial de
primer orden

P N N

d_tl = Z[CIU -P(0)] - Z[CIU - Py(t)] )

j=1 j=1
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parai=1,2,...,N; j#i y XX, P, = 1. La corriente iénica macroscopica esta entonces descrita por
la ecuacion

I=G-P(0)- (Vy — Es) ©)
donde I es la corriente transmembrana (pA/cm?), G es la conductancia de la corriente maxima
(mS/cm®), P(0) = Y; P; para los valores de i correspondientes a los estados abiertos o de
conduccion es la probabilidad total de estar en los estados abiertos o de conduccion, V,, es el
potencial transmembrana y Eg el potencial de Nernst para la especie idnica S.

2.2.2. MODELO CELULAR DE VENTRICULO HUMANO

De todos los modelos computacionales que describen el comportamiento electrofisiologico
de las células ventriculares humanas sin incluir los efectos de farmacos ni patologias
subyacentes, nos centramos en el estudio del modelo de ten Tusscher y Panfilov publicado en
2006 (TP06) [27], que supone una mejora con respecto al propuesto por ten Tusscher KH,
Noble D, Noble PJ y Panfilov AV en 2004 (TNNP04) [28].

El comportamiento electrofisiologico de una célula aislada se describe con la ecuacion
diferencial (1) donde, en el modelo TP06, I;,, consta de las corrientes Ina, lio, Ikr, Ik1, INacar INaks
IpCaa IpK: IbNaa IbCa: ICaLa IKs (Figura 12)
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Figura 12: Diagrama esquematico que describe el movimiento de iones a través de la
membrana superficial de la célula y el reticulo sarcoplasmico (tomado de www.cellml.org).

Por su interés para el modelado de los efectos del sotalol, explicitamos las ecuaciones de la
corriente Ix, en el modelo TP06 (la descripcion completa del modelo puede encontrarse en el
Anexo B.1).

K,
Ixr = Gir 5_(:1_xr1xr2 (Vin — Ex) ()

1
Xrio = T (26 V)7

®)
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450

Axr1 = 1+ e(_4_5_Vm)/10 (9)
6

Bxr1 = 1 4+ e(Vm+30)/115 (10)

Txr1 = axrligxrl (11)

Xr2e = 1+ eWm+es)2a (12)
3

Axrz = 1 + e(-60-Vn)/20 (13)

1.12
ﬁXT‘Z = 1 + e(Vm—GO)/ZO (14)
Tarz = Ar2Bxr2 (15)

donde Ex es el potencial de Nernst para K', T es la temperatura absoluta y K, es la
concentracion extracelular de K.

Este modelo incluye una descripcion detallada del calcio intracelular, caracteriza la corriente
de liberacion de calcio inducida por calcio (CICR, calcium-induced calcium release) con un
modelo de Markov, contiene descripciones de la inactivacion por potencial tanto rapida como
lenta para la corriente de calcio de tipo L, y aplica algunos cambios menores a valores de
parametros y dinamica temporal de la corriente rectificadora lenta retardada de potasio (Iks) del
modelo TNNPO04.

El modelo TP06 reproduce el comportamiento eléctrico de los miocitos ventriculares
humanos en condiciones fisioldgicas de control, basando la formulacién del modelo en medidas
electrofisioldgicas obtenidas en sujetos sanos. Asimismo, este modelo resulta util para simular
las variaciones en el AP y las corrientes idnicas que determinados farmacos pueden producir en
la electrofisiologia celular.

2.2.3. MODELO PARA SIMULAR EL EFECTO DEL SOTALOL

La teoria de los receptores en farmacologia es la aplicacion de los modelos de receptores
desarrollados en quimica fisica para explicar los mecanismos de enlace de las moléculas del
farmaco con los receptores celulares [29]. La interaccion entre las moléculas del farmaco y los
canales i6nicos se puede clasificar aproximadamente en tres secciones. En primer lugar, hay un
bloqueo de poros simple, segliin el que el flujo de iones se restringe por el enlace del farmaco
con un receptor del canal idnico accesible continuamente. En segundo lugar, debido a la
naturaleza dinamica de los canales ionicos, hay teorias de enlace dependientes de estado y
potencial, que se dividen en las teorias de receptores modulados y protegidos. Finalmente, hay
efectores alostéricos causados por el enlace del farmaco con un receptor alostérico en la proteina
del canal. Sin embargo, incluso aunque los mecanismos de enlace de los farmacos con los
canales 16nicos se clasifican en estas tres secciones, en realidad, una combinacion de todos estos
procesos esta presente en la interaccion entre la molécula del farmaco y el canal i6nico. Por lo
tanto es importante identificar y caracterizar el efecto dominante en cualquier interaccion dada.
En el caso del sotalol, para describir los cambios que su enlace causa en la dinamica de Iy, se
usa el marco del receptor protegido.

Para los propositos de este estudio de modelado solo consideraremos los efectos del d-sotalol
(es decir, los efectos de Clase III) ya que se ha mostrado que la inhibicion de Ik, juega el papel
principal en las arritmias inducidas por farmacos [18].

La inhibicion de Ik, inducida por farmacos se ha simulado usando tanto las formulaciones de
Hodgkin-Huxley como los modelos de Markov. Sin embargo, los modelos de Markov
electrofisiologicos de HERG proporcionan el marco de modelado requerido para investigar los
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efectos dependientes de estado de farmacos en Ik, permitiendo que cada estado de Markov
represente una conformacion fisica de la proteina del canal.

En la Figura 13 se ilustra el modelo de Markov de la interaccion del farmaco antiarritmico
sotalol con HERG propuesto en [30]. El modelo de HERG humano de Fink, Noble y Giles de
2008 (FNGOS8) [31] se usa como base para modelar la dinamica del HERG y el marco del
receptor protegido se usa para incluir cambios en la dinamica de Ik, causados por el enlace del
sotalol. En este estudio se han utilizado concentraciones de sotalol de 0, 30, 160, 320, 500 y
5000 uM.
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Figura 13: Representacion esquematica del modelo de Markov del canal I, y del bloqueo del
HERG con sotalol. El modelo dentro del recuadro es el modelo de Markov de la Ix, humana
propuesto por Fink y colaboradores [31]. El canal tiene tres estados cerrados (C1, C2, C3), un
estado abierto (O) y un estado de inactivacion (I). [L] es la concentracion del farmaco y los
estados bloqueados se han representado con un asterisco (*) (tomado de [18]).

Con el fin de simular el efecto del enlace de sotalol con HERG en el AP cardiaco, se
incorpora el modelo de Markov de Ik, al modelo de miocito ventricular humano TP06 [30]. El
modelo de I, propuesto por [31] se recoge en el Anexo B.2. A continuacion, se presentan las
ecuaciones de la corriente Iy, y su conductancia Gy;:

Iy, = G_Kr : P(O) : (Vm - EK) (16)
_ T 55\ |K,

— =) | 2o 17
Gier G’“(35 7) 5.4 (17

donde P(O) es la probabilidad de estar en el estado abierto.

Para asegurar que la corriente Iy, para una concentracion nula de sotalol no altera el APD y
la dinamica de restitucion, su maxima conductancia Gy, se reescala a 0.043 mS/nF (su valor en
el modelo FNGO8 es 0.024 mS/nF) [18].

2.2.4. PROPAGACION EN TEJIDO

Los modelos computacionales de electrofisiologia celular consideran la célula aislada, pero
el musculo del corazén es un tejido heterogéneo de fibras musculares multicelulares. Para
investigar los efectos del sotalol en la propagacion del impulso y la dinamica de la
repolarizacion se ha utilizado un modelo unidimensional (1-D).

La propagacion del potencial de accidon en una fibra 1-D de células determinada usando la
ecuacion del cable esta descrita por:

OVm — aZVm _ lion+Istim (18)
ot dx2 Cm

El coeficiente de difusion D refleja la relacion superficie/volumen, la capacidad celular y la
resistividad del citoplasma del miocito ventricular humano y en este proyecto se le ha dado un
valor de 1.171 cm”/s basado en resultados experimentales publicados en la literatura [32]. De
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acuerdo con modelos 1-D de actividad cardiaca previamente publicados, el coeficiente de
difusion puede considerarse constante a través de la fibra, excepto por una reduccion a la quinta
parte en la zona de transicion entre el miocardio medio y el epicardio [33, 34]. Para todas las
simulaciones se ha empleado una resolucion temporal dt=0.02 ms y una discretizacion espacial
dx=150 um (practicamente la longitud del miocito humano, 148 um [35]).

La longitud de una fibra de miocardio humano de la pared del ventriculo izquierdo se ha
considerado de 1,5 cm [5, 33, 36]. Por lo tanto, dado que los miocitos, de forma ovalada o
rectangular, estdn conectados orientados a lo largo del eje longitudinal de la fibra, corresponde a
un modelo 1-D que consta de 100 células conectadas de un extremo a otro. Ademas, las
heterogeneidades transmurales se pueden incluir en la fibra para reflejar aproximadamente la
distribucion de heterogeneidades observada en tejido ventricular humano, es decir, un 30% de
células de endocardio, un 30% de miocardio medio y un 40% de epicardio [5]. El modelo 1-D
se estimula desde la primera célula del lado del endocardio con un pulso de 1 ms de duracion y
123 pA/pF de amplitud, que corresponde a 1,5 veces el umbral diastolico requerido para generar
AP en tejido.

Por ultimo, se puede calcular una sefial pECG en cualquier punto que rodee el modelo de
tejido cardiaco calculando el potencial extracelular en dicho punto:

b 1
(De(x,y,z):—fDVV-V;dx (19)

donde D es el coeficiente de difusion en el nrlledio eléctrico que rodea al corazon, Q denota la
longitud del tejido ventricular, r es la distancia euclidea desde un punto fuente (x,y,z) al punto
del electrodo (x’,y’,2"), r=[(x-X")*H(y-y’)**+(z-2’)*]"?, y dx es la resolucion espacial del cable. En
las simulaciones, el electrodo virtual para el céalculo del pECG se ha colocado a 2 cm de la
superficie del epicardio.

2.25. PROTOCOLOS DE ESTIMULACION

A lo largo del estudio se han empleado dos protocolos para la obtencion de los resultados.
De entre éstos, un protocolo se ha usado para determinar las propiedades electrofisioldgicas en
estado estacionario y el otro se ha utilizado para calcular la restitucion del APD.

El protocolo periddico consiste en estimular la célula a una frecuencia fija, cuyo inverso se
denomina longitud de ciclo (CL, cycle length), durante un tiempo determinado.

El protocolo de restitucion dinamico fue propuesto en primer lugar por Koller y
colaboradores [37] por ser un indicador de la estabilidad eléctrica mas robusto que el protocolo
de restitucion S1-S2. El protocolo S1-S2, tipicamente usado en experimentos, consiste en
aplicar 10 estimulos S1 con una longitud de ciclo fija y una amplitud de dos veces el valor
umbral, seguido por un extraestimulo S2 aplicado tras un cierto DI después del AP generado por
el ultimo estimulo S1. La curva de APDR se genera haciendo decrecer DI y representando el
APD generado por el estimulo S2 frente a DI. A diferencia del protocolo S1-S2, el protocolo de
restitucion dinamico utilizado en este proyecto consiste en aplicar una serie de estimulos con
una cierta CL (la primera se denomina CL basica, BCL, basic CL), hasta que se alcanza un APD
estacionario. Después de esto, la CL se disminuye. La curva APDR se obtiene representando los
APD estacionarios frente a los DI estacionarios. Los valores de CL empleados en la mayoria de
las simulaciones de este estudio (salvo indicacion expresa) han sido 1600, 1200, 900, 650, 610,
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570, 530 y 500 ms. Para alguna simulacion concreta también se han empleado valores de CL de
400 y 330 ms.

2.2.6. INDICES PRECLINICOS Y CLINICOS ANALIZADOS
En primer lugar, a nivel celular los indices preclinicos utilizados son:

Valor de APDy,.
2. Pendientes de las curvas de APDR: Las curvas de APDR obtenidas con el protocolo
dindmico se ajustan con la ecuacion exponencial de tres parametros (a, b y c):
APD(CL) =a-[1—eP D] 4, (20)

en el rango de CL de los datos simulados. La pendiente de la curva para CL de 600 a
1600 ms en pasos de 100 ms se ha determinado como la derivada de la curva
exponencial de la ecuacion (20) para dichos valores de CL [38]:

SDIN(CL) =a- b . e(_b.CL) (21)

Por ultimo, mediante los algoritmos de delineacion descritos en 2.1.2, a partir del pECG los
indices clinicos analizados son:

Intervalos QT, QTc, Tpe y Tpe..

2. En este caso no se ha evaluado QT/TQ ni %QT/TQ>1 porque no conocemos los valores
del intervalo TQ al no tener en cuenta en el modelo para simular los efectos del sotalol
su efecto beta-bloqueante.

3. Pendientes de las curvas de restitucion de Tpe (TpeR, Tpe restitution): Las curvas de
TpeR obtenidas se ajustan a la curva exponencial de la ecuacion (20), sustituyendo APD
por Tpe y CL por RR, en el rango de RR de los datos simulados. La pendiente de la
curva para RR de 600 a 1600 ms en pasos de 100 ms se ha determinado como en la
ecuacion (21), sustituyendo APD por Tpe y CL por RR.
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3. RESULTADOS
3.1. PROCESADO DE SENAL

3.1.1. EFECTOS INDUCIDOS POR EL SOTALOL EN EL ECG

Como ya se ha explicado en 1.5, el sotalol posee efectos antiarritmicos de Clase Il y de Clase
III, por lo que los efectos del sotalol en los ECG de la base de datos son, entre otros, la
reduccion del HR y la prolongacion de la duracion de la repolarizacion (Figura 14).

15¢
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Figura 14: Primer latido de la derivacion V; del registro antes y durante la administracion del
sotalol al paciente 1 de la base de datos analizada en este proyecto.

El porcentaje de cambio inducido por el sotalol en los indices analizados en este proyecto se
muestra en la Tabla 1 (media£SD entre todos los pacientes de la base de datos estudiada). Puede
observarse que el sotalol incrementa la media de todos los intervalos analizados (RR, QT, QTc,
TQ, Tpe, Tpe.), reduce la media del indice QT/TQ y aumenta la media de los indices
%QT/TQ>1 y Tpe/RR (este ultimo indice tiene valores negativos tanto antes como durante la
administracion del sotalol, por lo que su aumento es en valor absoluto). Ademas, las diferencias
de todos los intervalos y el indice Tpe/RR entre el registro antes y durante la administracion del
sotalol son estadisticamente significativas.
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(n=34)

RR 21,5+ 11,6 % *
QT 222+11,0 % *
QTc 18,8+ 11,7 % *
TQ 20,8+ 17,1 % *
Tpe 1424340 % *
Tpec 49+ 58,6 % *
QT/TQ 0,5+£20,8 %

%QT/TQ>1| 2,8+ 1742 %

Tpe/RR | 954+ 973,0 % *

Tabla 1: Porcentaje de cambio (media+SD en la poblacion de estudio) durante la
administracion de sotalol respecto a la situacion antes de la administracion de sotalol de los
intervalos e indices estudiados. * Denota significacion estadistica, P<0,05.

3.1.2. EFECTOS EN LOS DOS GRUPOS DE PACIENTES

En este apartado vamos a estudiar la distincion de los efectos en los dos grupos de pacientes
(+TdP y -TdP) de la base de datos de THEW. En 3.1.1 hemos visto que el sotalol incrementa la
media de todos los intervalos e indices analizados salvo el indice QT/TQ, que lo reduce, en la
poblacion global de estudio. En este apartado vamos a comprobar si dicha prolongacion es mas
0 menos acusada en alguno de los dos grupos de pacientes.

En 3.1.1 hemos visto que el sotalol incrementa la media de todos los intervalos analizados.
El sotalol induce mayores cambios en el grupo +TdP que en el -TdP en lo que se refiere a la
media de los intervalos RR, QT, QTc, y Tpe, mientras que el cambio es mayor en el grupo -TdP
que en +TdP en lo que respecta a la media de TQ y Tpe. (Tabla 2). Estos resultados muestran
que los efectos conocidos del sotalol sobre indices representativos de la duracion de la
repolarizacion ventricular son mas notables en el grupo +TdP, como era esperable por su
historia de TdP.

Valores antes del sotalol (ms)| Cambio durante el sotalol (ms)

-TdP (n=17) | +TdP (n=17) | -TdP (n=17) +TdP (n=17)
RR 920+ 162 905+ 150 180+101 *| 212+111 *
QT 403+ 30 422 +£51 73+28 *| 110£52 *
QTc 41027 430+ 57 67 £38 * 91+57 *
TQ 517+ 141 482+110 107 £ 87 * 101 +87 *
Tpe 79+8 88+ 14 7+14 17+ 38 *
Tpe. 809 104 £ 64 6+21 * 3174 *
QT/TQ 0,83+0,19 0,93+0,21 | -0,04+0,14 0,03+0,22
%QT/TQ>1| 18,14 +30,95 | 21,98+ 31,56 | -9,86 + 33,08 10,98 + 34,56
Tpe/RR -0,43+1,79 | -0,21+0,71 | 044+178 *| -1,05+399 *

Tabla 2: Valores (mediat+SD) antes de la administracion del sotalol y cambio durante la misma
respecto a la situacion anterior de los intervalos e indices para el grupo +TdP y el -TdP. La
negrita denota significacion estadistica entre el grupo -TdP y el +TdP, y *, entre la situacion
antes y durante la administracion del sotalol, P<0,05.

En 3.1.1 habiamos visto que el sotalol reduce la media del indice QT/TQ. Vemos que el
sotalol induce un aumento en este indice en el grupo +TdP y una reduccion en el -TdP de la
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media del indice QT/TQ. Este resultado se debe a que, como acabamos de ver, en el grupo
+TdP el intervalo QT es mayor y el TQ es menor que en el -TdP.

En 3.1.1 hemos visto que el sotalol aumenta la media de los indices %QT/TQ>1 y Tpe/RR
(este ultimo indice tiene valores negativos tanto antes como durante la administracion del
sotalol, por lo que su aumento es en valor absoluto). Vemos que el sotalol incrementa en los
pacientes +TdP y reduce en los -TdP el indice %QT/TQ>1 y Tpe/RR (este ltimo en valor
absoluto, la reduccion en los -TdP es tal que el indice pasa de ser negativo a ser positivo cercano
a cero). Los cambios en %QT/TQ>1 estan en consonancia con los de QT/TQ. Ademas, en el
grupo -TdP los intervalos RR, QT, QTc, TQ, Tpe. y el indice Tpe/RR presentan cambios
estadisticamente significativos. En el grupo +TdP los cambios en los intervalos RR, QT, QTc,
TQ, Tpe, Tpe. y el indice Tpe/RR son estadisticamente significativos

Vamos a ver qué intervalos e indices son significativamente distintos entre el grupo +TdP y
el -TdP. Antes de la administracion del sotalol, es menor en el grupo -TdP que en el +TdP la
media de los intervalos QT, QTc, Tpe y Tpe,, y los indices QT/TQ y %QT/TQ>1, mientras que
es mayor en el grupo -TdP que en +TdP la media de los intervalos RR y TQ, y el indice Tpe/RR
(este ultimo en valor absoluto). De entre éstos, los intervalos QT, QTc, Tpe, Tpe,, y el indice
Tpe/RR son significativamente distintos entre el grupo +TdP y el -TdP. Tras la administracién
de sotalol, los mismos intervalos y también el indice Tpe/RR y los indices QT/TQ y
%QT/TQ>1 son significativamente distintos entre el grupo +TdP y el -TdP.

Considerando los cambios inducidos por el sotalol en los intervalos QT y Tpe podemos
definir los umbrales que maximizan la separacion entre el grupo +TdP y el -TdP, AQT=103 ms
y ATpe=10 ms, obteniendo una separacion de los dos grupos con el 76% de especificidad y el
82% de sensibilidad. Para los intervalos corregidos, los umbrales son AQTc=94 ms y ATpe.~10
ms y se consigue una separacion con el 76% de especificidad y el 71% de sensibilidad (Figura
15). Vemos, por lo tanto, que existen unos valores umbrales de los intervalos QT y Tpe, o los
correspondientes intervalos corregidos, con los que se puede separar la mayoria de los pacientes
+TdP de los -TdP.

En [39] se analiza la misma base de datos que en este proyecto. Los intervalos analizados
coincidentes son RR, QT, QTc, Tpe y Tpe. (en [39] solo se muestran los resultados de los
intervalos corregidos). Al margen de los valores concretos de las diferencias (%) entre los
intervalos obtenidos en este proyecto y los que recoge [39], los intervalos que son mayores o
menores en un grupo que en el otro coinciden en ambos analisis, salvo que en [39] la media del
cambio de Tpe, durante la administracion del sotalol es menor en el grupo -TdP que en el +TdP.
Coincide la significacion estadistica entre el grupo -TdP y el +TdP, salvo antes de la
administracion del sotalol, donde difiere la significacion estadistica de Tpe y Tpe.. Por tltimo,
difiere la significacion estadistica entre la situacion antes y después de la administracion del
sotalol de Tpe, en +TdP (Tabla 3).
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Figura 15: Dispersion del cambio inducido por el sotalol en los intervalos QT y Tpe (A) sin
corregir y (B) corregidos para los pacientes del grupo +TdP y el -TdP. Se indican los umbrales
que maximizan la separacion entre los dos grupos.
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Antes del sotalol (%) Cambio durante el sotalol (%)
-TdP +TdP -TdP +TdP
RR 05 | 19 | 28 ol 55 .
) 6,9 -7.8 12,4 29,7
QT @ 6,7 -8,4 30,5 75,0
________ N 292 | 00 | 974 | 470
® 53 -6,0 2,6 72
QTc @) 5,0 6,7 19,1 44,6
________ l 76 | -84 | 802 | 215
Tpe -15,7 -21,8 66,1 -26,1
Tpe. -14,9 -7,6 60,5 * -89,0

Tabla 3: Diferencia (%) entre los valores medios obtenidos en este estudio y los de [39].
Diferencia respecto a las medidas escalares (1) semiautomaticas y (2) automaticas, y (3)
vectocardiograficas de QT en [39]. La negrita indica distinta significacion estadistica en ambos
estudios entre el grupo -TdP y el +TdP, y *, entre la situacion antes y durante la administracion
del sotalol.

3.1.3. BENEFICIOS DE LOS NUEVOS MARCADORES PROPUESTOS

En primer lugar, vamos a ver los indices estudiados en otros trabajos y a compararlos con los
obtenidos en este proyecto. Para empezar vamos a tratar los indices para evaluar los efectos del
sotalol sin diferenciar grupos de poblacion. En [12] se analiza la prolongacion inducida por
sotalol de los indices RR, QT, QTc, TQ, QT/TQ y %QT/TQ>1 en una base de datos distinta a la
analizada en este proyecto, siendo todos menos %QT/TQ>1 estadisticamente significativos. En
[40] se estudia el incremento inducido por sotalol de Tpe, en otra base de datos distinta. En este
proyecto, en la poblacion global de estudio se obtienen unos resultados que coinciden con los de
estos otros estudios, salvo que QT/TQ se reduce y sus cambios no son estadisticamente
significativos.

Ahora vamos a tratar los indices para evaluar los efectos del sotalol en el grupo -TdP y el
+TdP. En [39] se han estudiado los cambios en RR, QTc y Tpe.. En 3.1.2 se ha mostrado
detalladamente la comparacion entre los resultados de ese estudio y los de este proyecto.

Finalmente, en la poblacion global de estudio de este proyecto también se han analizado los
indices Tpe, Tpe. y Tpe/RR. El sotalol incrementa todos (en el caso de Tpe/RR, puesto que su
valor antes y durante de la administracion del sotalol es negativo, el incremento es en valor
absoluto) de forma estadisticamente significativa.

Y en el grupo -TdP y el +TdP de este proyecto también se han analizado los indices TQ,
QT/TQ, %QT/TQ>1 y Tpe/RR. Un estudio preciso de éstos se ha presentado en 3.1.2.
Destacamos que en el caso de QT/TQ, %QT/TQ>1 y Tpe/RR las diferencias no son sélo de un
mayor o menor incremento en el grupo -TdP que en el +TdP, sino que mientras que en un grupo
aumentan, en el otro disminuyen.
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3.2. MODELADO CARDIACO COMPUTACIONAL

3.2.1. MODELO CELULAR HUMANO

Con el fin de simular alteraciones a nivel de los canales i6nicos y estudiar sus efectos sobre
la célula completa hemos procedido a variar en distintos porcentajes algunas de las corrientes
mas importantes del modelo. En este apartado, se estudiaran los AP de epicardio del modelo
TPO6 para las condiciones por defecto y variaciones del 15 y el 30% de las corrientes In,, Lo, Iks,
Ica, Ik1 € Ik, empleando el protocolo periddico con BCL=3000 ms y tiempo de simulacién
30000 ms. Los resultados pueden verse en la Figura 16. Cuanto mayor es Iy,, la pendiente de la
fase 0 del AP es mayor, disminuye el notch y el potencial en la meseta del AP (también se
reduce el APD pero no se aprecia en la figura); si aumenta I,,, aumenta el notch (también se
incrementa el APD desde la mitad de la meseta pero no se ve en la figura); si disminuye I,
aumenta el APD desde la mitad de la meseta; si aumenta Ic,;, disminuye el notch, aumenta la
despolarizacion posterior al notch, el potencial de la meseta y el APD; cuando Ix; disminuye,
aumenta minimamente el APD en la parte final del AP (no se observa en la figura); y cuando Ik,
disminuye, aumenta el APD.
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Figura 16: Efectos de variaciones de las corrientes en el modelo TP06.

En la Figura 17 se representan los AP correspondientes a una simulaciéon con BCL=1000 ms
en endocardio, miocardio medio y epicardio para el modelo TP0O6 y el modelo propuesto
(denominado TPO6+Ix, FNGO8) con concentracion de sotalol nula y sin reescalar la
conductancia G, de la corriente Ig,. Se observa que con el nuevo modelo el APD se incrementa
ligeramente con respecto al modelo TP06.
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Figura 17: AP ventriculares humanos simulados de endocardio, miocardio medio y epicardio
obtenidos utilizando el protocolo periddico con BCL de 1000 ms. El modelo TP06 se compara
con el modelo TPO6 modificado (TP06+Ix, FNGOS8) con concentracion de sotalol nula.

En la Figura 18 se observa el AP y la corriente Iy, para endocardio, miocardio medio y
epicardio, con el modelo TP06 y con el modelo TP06 con la corriente Ik, segun el trabajo de
Fink y colaboradores (TP06+Ix, FNGOS8) para concentracion de sotalol nula. Vemos que tras
reescalar la conductancia Gy, el APD y la Ix, de ambos modelos para los tres tipos de célula son
similares. Esto quiere decir que los rangos de valores de APD e Ik, obtenidos con el nuevo

modelo estan en los rangos fisiologicos documentados a partir de los estudios experimentales en
los que se basa el modelo TPO6.
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Figura 18: AP e I, ventriculares humanos simulados de endocardio, miocardio medio y
epicardio. En la fila superior, el AP de TP06 se compara con el de TP06 modificado (TP06+I,
FNGO08), que incluye el modelo de Iy, FNGOS con la Gk, reescalada de 0.043 mS/nF y
concentracion de sotalol nula. En la fila inferior, se compara el modelo de Ik, de TP06 con el
modelo de Iy, de FNGOS8 con concentracion de sotalol nula.
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Finalmente, en la Figura 19 se muestran los AP y las I, para endocardio, miocardio medio y
epicardio, para las concentraciones de 0, 160, 320 y 500 pM de sotalol con el modelo de TP06
modificado. Vemos como a mayor concentracion de sotalol, mayor APD y menor I;,.
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Figura 19: Resultados de la simulacion al variar la concentracion de sotalol en el modelo TP06
modificado de endocardio (arriba), miocardio medio (centro) y epicardio (abajo). A la izquierda,
AP, y a la derecha, Ig,, para concentraciones de 0, 160, 320 y 500 uM de sotalol. El modelo se
ha simulado durante 50000 ms empleando el protocolo periédico con BCL de 1000 ms.

3.2.2. VALIDACION DEL MODELO CON SOTALOL

Para validar el modelo con sotalol vamos a mostrar que dicho modelo es capaz de reproducir
resultados experimentales (tomados de estudios previos de la literatura) y clinicos (encontrados
en la literatura y obtenidos del analisis de la base de datos de THEW).

En primer lugar, compararemos los resultados del modelo con los resultados experimentales
a nivel celular. Vamos a relacionar la prolongacion (%) del APD del modelo con la del estudio
experimental [41]. La prolongacion del APD en el modelo para valores de CL variando entre
900 y 330 ms y concentraciones de sotalol de 160, 320 y 500 uM es, en media, del 6, 9y 11%,
respectivamente (Figura 20 A). La prolongacién del APD en [41] para valores de CL de entre
700 y 350 ms y dosis de d-sotalol intravenoso de 2,0 mg/kg y oral de 200 mg (las consideramos
equivalentes porque sus efectos difieren menos del 1% para todos los CL) es de entre el 11 y el
6% (Figura 20 B). A la vista de estos resultados, podemos decir que ambas dosis se
corresponden con una concentracion de sotalol de 320 pM.
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Figura 20: A: Prolongacion (%) del APD de la célula central del endocardio para CL 900-330
ms y distintas concentraciones de sotalol. B: Prolongacion (%) del APD medio tras una dosis de
d-sotalol (d-sot) intravenoso (iv) y oral (po) y amiodarona para diferentes CL (tomado de [41]).

C: Prolongacion (%) del APD tras la administracion de d-sotalol (tomado de [42]).

Ahora relacionaremos la prolongacion (%) del APD del modelo con la del estudio
experimental [42]. La prolongacioén del APD en el modelo para valores de CL de entre 570 y
330 ms y concentraciones de sotalol de 320 y 500 pM es, en media, del 9 y 11%,
respectivamente (Figura 20 A). La prolongacion del APD en [42] para valores de CL de entre
550 y 330 ms y una dosis intravenosa de d-sotalol de 2,5 mg/kg es de entre el 16 y el 7%
(Figura 20 C). También en este caso, vemos una consonancia entre la dosis de 2,5 mg/kg y la
concentracion de 500 pM.

A continuacién vamos a relacionar los valores que toma el APD del modelo con los del
estudio [41]. EI APD en el modelo para valores de CL de entre 330 y 1200 ms y
concentraciones de sotalol de 0 y 320 uM es de entre 240 y 328 ms, y de entre 260 y 357 ms,
respectivamente (Figura 21 A). En [41] disponemos del APD en media y en un paciente. El
APD en media para valores de CL de entre 300 y 1000 ms sin y con sotalol intravenoso es de
entre 260 y 330 ms, y de entre 265 y 370 ms, respectivamente (Figura 21 B). El APD en un
paciente para valores de CL de entre 300 y 1000 ms sin y con sotalol oral es de entre 225 y 285
ms, y de entre 220 y 325 ms, respectivamente (Figura 21 C). Aunque los valores del APD son
muy variables, los del modelo son similares a los experimentales en media.
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Figura 21: A: Curvas de APDR de la célula central del endocardio para una concentracion de
sotalol de 0 y 320 uM. B: Representacion de los efectos de d-sotalol intravenoso en la curva de
APDR (media + SD) (tomado de [41]). C: Comparacion de los efectos de d-sotalol oral y
amiodarona en la curva de APDR en un paciente (tomado de [41]).

Finalizamos comparando el APD del modelo con el del estudio [42]. El APD en el modelo
para valores de CL de entre 570 y 330 ms y concentraciones de sotalol de 0, 320 y 500 uM es de
entre 309 y 240 ms, de entre 337 y 260 ms, y de entre 344 y 265 ms, respectivamente (Figura 22
A). E1 APD en [42] para valores de CL de entre 550 y 400 ms sin y con sotalol es de entre 265 y
230 ms, y de entre 310 y 265 ms, respectivamente (Figura 22 B). De nuevo, y a pesar de las
variaciones existentes en los valores de APD, vemos que los resultados del modelo y los
resultados experimentales son similares. En todos los casos, la prolongacion del APD inducida
por sotalol es mayor para BCL largos (HR lentos) que para BCL cortos (HR rapidos), por lo que
el modelo ventricular humano de la interaccion sotalol-HERG reproduce la dependencia
inversamente proporcional al HR del APD observada experimentalmente.

A continuacion, vamos a validar los resultados del modelo con los resultados clinicos. Las
simulaciones se han llevado a cabo mediante el protocolo de estimulacion dinamico descrito en
2.2.5, por lo que tenemos los valores estacionarios de los intervalos para distintos CL. En
cambio, los resultados de la literatura y de la base de datos de THEW son los intervalos y sus
correspondientes intervalos corregidos medios. Por ello, en la comparacion destacaremos los
intervalos corregidos de los resultados simulados considerados como los intervalos para un CL
de 900 ms (CL simulado préximo al CL de 1 s al que se proyectan los intervalos al corregirlos).
En la comparacion con los resultados de la base de datos de THEW, las simulaciones con
sotalol se haran para una concentracion de 320 uM, que resulta aproximadamente equivalente a
la dosis intravenosa de 2,0 mg/kg de la base de datos de THEW.
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Figura 22: A: APD de la célula central del endocardio para distintos CL y concentraciones de
sotalol. B: APD para diferentes CL y una dosis de d-sotalol intravenoso (tomado de [42]).

En primer lugar vamos a comparar la prolongacion del intervalo QT del modelo con la del
estudio clinico [12]. La prolongacion del intervalo QT en el modelo para un CL de 900 ms y
valores de concentracion de sotalol de entre 30 y 500 uM es de entre 6 y 40 ms (Figura 23 A).
La prolongacion de los intervalos QT y QTc en [12] para una dosis oral de 160 y 320 mg es de
70 y 100ms, y de 30 y 50 ms, respectivamente (Figura 23 B y C). Vemos cémo la prolongacion
del intervalo QT en [12] es mucho mayor que la del modelo, debido a que el intervalo QT sin
corregir no se puede comparar con otros resultados por su dependencia con el HR. La
prolongacion en el modelo para una concentracion de sotalol de 320 uM (que consideramos
equivalente a una dosis oral de 200 mg) es de 33 ms, similar a los 30 ms para la dosis oral de
160 mg. La prolongacién en el modelo para una concentracion de 500 uM es de 40 ms, aunque
no alcanza los 50 ms para la dosis oral de 320 mg puede deberse a que esta dosis es un 60%
mayor que la de 200 mg (que consideramos equivalente a una concentracion de 320 puM),
mientras que la concentracion de 500 uM es solo un 56% mayor que la de 320 uM.

Finalmente compararemos los resultados del modelo con los resultados del analisis de la
base de datos de THEW. Ahora vamos a relacionar la prolongacion (%) del intervalo QT del
modelo con la del analisis de la base de datos de THEW. La prolongacion del intervalo QT en el
modelo para un CL de 900 ms y una concentracion de sotalol de 320 uM es del 8%. La
prolongacion de la media de los intervalos QT y QTc en la base de datos de THEW es del 22 y
19% en la poblacion global de estudio, del 26 y 21% en el grupo +TdP, y del 18 y 16% en el
grupo -TdP, respectivamente (Figura 24). La diferencia entre ambos resultados es notable,
aunque habria que tener en cuenta que la simulacion se ha realizado para células sanas y la base
de datos se compone de un grupo que ha sufrido TdP y otro que no lo ha sufrido pero toma
sotalol para tratar AF. En cualquier caso, se observa que el grupo -TdP presenta una
prolongacion de los intervalos QT y QTc mas reducida y, por tanto, mas préoxima a la obtenida
del modelo.
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Figura 24: Prolongacion (%) respecto a la concentracion de sotalol nula del intervalo QT del
modelo para una concentracion de sotalol de 320 uM, y de los intervalos QT y QTc¢ (media+SD)
de la base de datos de THEW para la poblacion global de estudio, el grupo +TdP y el -TdP.

Por ultimo, comparamos la prolongacion (%) del intervalo Tpe del modelo con la del analisis
de la base de datos de THEW. La prolongacion del intervalo Tpe en el modelo para un CL de
900 ms y una concentracion de sotalol de 320 puM es del 12,0%. La prolongacion de los
intervalos Tpe y Tpe, en la base de datos de THEW es del 14,2 y 4,9% en la poblacion global de
estudio, del 19,4 y 2,5% en el grupo +TdP, y del 8,4 y 8,0% en el grupo -TdP, respectivamente
(Figura 25). Se observa una concordancia entre los resultados de la simulacion y los de la base
de datos.
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Figura 25: Prolongacion (%) respecto a la concentracion de sotalol nula del intervalo Tpe del
modelo para una concentracion de sotalol de 320 uM, y del Tpe y Tpe. (media=SD) de la base
de datos de THEW para la poblacion global de estudio, el grupo +TdP y el -TdP.

Hemos visto que el modelo reproduce los datos experimentales y clinicos con los que se ha
validado: incremento del APD, dependencia inversamente proporcional al HR del APD,
incremento de QT y Tpe. Por ello, resulta adecuado para el estudio que se quiere realizar. El
modelo de Markov para Ik, constituye una representacion mas completa del canal de potasio y
su interaccion con el sotalol que simplemente reducir Ik, en el modelo TP06. Aunque aumenta
la complejidad del modelo, se trata s6lo de una de las corrientes y, de manera mas importante,
dicho modelo queda validado a partir de estudios experimentales y clinicos, tal como acaba de
describirse en este apartado.

3.2.3. CAMBIOS INDUCIDOS POR EL SOTALOL A NIVEL DE ECG

En este apartado y los dos siguientes apartados cuantificaremos los cambios inducidos por el
sotalol en la repolarizacion ventricular a distintos niveles, incluido el ECG, utilizando para ello
el modelo cardiaco computacional descrito en 2.2.3 y validado en 3.2.2, lo que nos permitira
valorar los posibles efectos beneficiosos o adversos que presenta este farmaco a distintas dosis.
En primer lugar, analizaremos los resultados para el modelo por defecto, para después ver los
que se obtienen cuando el coeficiente de difusion D y la proporcion de células del miocardio
medio varia un 30%. En cada caso mostraremos las curvas de restitucion de QT (QTR, OT
restitution) y TpeR. En las representaciones se destacan los valores de los intervalos
correspondientes a un valor de CL de 900 ms con un asterisco rojo.

En cuanto al modelo por defecto, observamos que al introducir los efectos del sotalol los
intervalos QT y Tpe se prolongan, tanto mas cuanto mayor es la concentracion del farmaco
(Figura 26 A). Este incremento alcanza el 16% para AQT y el 22% para ATpe para un CL de
900 ms (Figura 26 B). Estos resultados son coherentes con los efectos de Clase III del sotalol,
segun los cuales el sotalol prolonga la repolarizacion ventricular, lo que se ve reflejado en un
incremento del intervalo QT. Ademas, como la prolongacién inducida por el sotalol en el APD
ventricular es mas acusada para las células del miocardio medio que para las del endocardio y
epicardio, esto se ve reflejado en un aumento del intervalo Tpe.
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Figura 26: A: Curvas de QTR y TpeR frente a RR y TQ para distintas concentraciones de
sotalol. B: Prolongacion (%) respecto a la concentracion de sotalol nula de las curvas de QTR y
TpeR del modelo para distintas concentraciones de sotalol.

A continuacion se estudiaran los efectos a nivel de ECG de variar un 30% el coeficiente de
difusion D y la proporcion de células del miocardio medio. Observamos que reducir o aumentar
el coeficiente de difusién D produce un incremento o una disminucion, respectivamente, de las
curvas de QTR y TpeR, tanto mayor cuanto mayor es la concentracion de sotalol. Por el
contrario, la reduccion o el aumento de la proporcion de células del miocardio medio supone
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también un decremento o un incremento, respectivamente, de las curvas de QTR y TpeR tanto
mayor cuanto mayor es la concentracion de sotalol (Figura 27 y Figura 28). Como se vera en
3.2.4, reducir la proporcion de células del miocardio medio provoca una disminucion algo
mayor del APD del miocardio medio que del endocardio debido a la homogeneizacion de los
APD de las células del cable, por lo que el pico y el final de la onda T (coincidentes con el APD
del endocardio y del miocardio medio, respectivamente) ocurren antes, aunque el pico no se
adelanta tanto como el final. Por ello, los intervalos QT y Tpe se reducen. De forma similar
podrian explicarse los efectos de aumentar la proporcion de células del miocardio medio y las
variaciones en el coeficiente de difusion D. Sin embargo, en todos los casos, el efecto en el
intervalo QT es practicamente despreciable. Esto es asi porque un adelanto del final de la onda
T no supone un cambio importante en un intervalo de unos 400 ms, mientras que significa una
modificacion notable en el intervalo Tpe de unos 50 ms. Los resultados obtenidos son
razonables e implican que diferencias en la conduccion del impulso eléctrico y la constitucion
de la pared ventricular provocan cambios significativos en el intervalo Tpe, que se ha propuesto
como marcador proarritmico en diversos estudios clinicos [10, 11].
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Figura 27: Prolongacion (%) de la curva de QTR respecto al modelo por defecto para
variaciones del 30 % en D y la proporcion de células del miocardio medio, y distintas
concentraciones de sotalol.
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Figura 28: Prolongacion (%) de la curva de TpeR respecto al modelo por defecto para
variaciones del 30 % en D y la proporcion de células del miocardio medio, y distintas
concentraciones de sotalol.

3.2.4. MECANISMOS DE LOS CAMBIOS EN EL ECG POR EL SOTALOL

En este apartado vamos a analizar los mecanismos a nivel celular implicados en los cambios
en el ECG inducidos por el sotalol. En primer lugar, analizaremos los resultados para el modelo
por defecto, para después ver los que se obtienen cuando el coeficiente de difusion D y la
proporcion de células del miocardio medio varian un 30%. En cada caso mostraremos las curvas
de APDR para endocardio, miocardio medio y epicardio, para distintas concentraciones de
sotalol, destacando los valores del APD para un valor de CL de 900 ms.

En primer lugar, queremos estudiar la relacion existente entre la TDR y el intervalo Tpe. En
la Figura 29 comparamos el APD de la primera y tltima célula que se repolariza en el cable 1-D
con el intervalo Tpe del pECG para el modelo por defecto y una concentracion nula de sotalol.
En este caso, Tpe es 49 ms, y la suma del incremento del APD y del tiempo de activacion de la
ultima célula del miocardio medio respecto a la primera célula del endocardio es 50 ms. Esta
relacion observada en estudios experimentales en ventriculo canino [43] ya se habia mostrado
para otros modelos como el ventricular de cobaya Luo-Rudy dinamico [33].

En cuanto al APD en el modelo por defecto, observamos que el sotalol prolonga el APD,
tanto mas cuanto mayor es la concentracion del farmaco (Figura 30 A). El bloqueo de Ik, uno
de los efectos asociados a la accion del sotalol, resulta en una prolongacion algo mayor del APD
en las células del miocardio medio que en las células del endocardio y el epicardio. Este
incremento alcanza el 16-18% para endocardio, el 18-20% para miocardio medio y el 17-19%
para epicardio en funcion del CL (Figura 30 B). Esto resulta en una mayor dispersion
transmural de la repolarizacion en tejido ventricular, que se ha propuesto como indicador de
arritmogénesis en estudios previos [44] y se ha relacionado con cambios en la morfologia de la
onda T del ECG. EI hecho de que el sotalol prolongue el APD tiene como consecuencia que el
final de la onda T, coincidente con la ltima repolarizacion del cable, se atrase y, por lo tanto, se
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incremente el intervalo QT. Dado que la prolongacion es heterogénea en los distintos tipos de
células, siendo mayor para las células de miocardio medio, el pico de la onda T, coincidente con
la primera repolarizacion del cable, se atrasa menos que el final de la onda T, por lo que Tpe
también se incrementa. En los resultados obtenidos no se observa una gran diferencia entre el
APD del miocardio medio y el resto porque los APD se han calculado para la célula central de
cada zona, por lo que los APD de las células centrales del endocardio y el epicardio estan
afectados por los APD de las células del miocardio medio.
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Figura 29: Relacion entre la primera y la Gltima célula que se repolariza en el cable y el pico y
el final de la onda T. Protocolo periddico con un valor de CL de 1000 ms y 50 ciclos.

Existen otros aspectos electrofisiologicos para los cuales queremos establecer la
concordancia entre los efectos del sotalol a nivel celular y de ECG. Hemos evaluado la
pendiente de las curvas de APDR en endocardio, miocardio medio y epicardio, y de TpeR para
valores de CL de entre 600 y 1600 ms en pasos de 100 ms (Sty.). Para cada valor de CL, con el
fin de reducir a un solo valor los tres valores de pendiente de las curvas de APDR
correspondientes al endocardio, miocardio medio y epicardio, se ha calculado la diferencia entre
el valor maximo y minimo (Smax-Smin). Hemos representado las curvas de Smax-Smin frente
a Sty para valores de CL de entre 600 y 1600 ms en pasos de 100 ms y diferentes
concentraciones de sotalol (Figura 31). Para una misma concentracion de sotalol, se observa que
la relacion entre Smax-Smin y Sty €s practicamente lineal. Los valores de Smax-Smin y Sty
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crecen a medida que se reduce el valor de CL y los incrementos en Smax-Smin suponen
aumentos mayores de S, cuanto mayor es la concentracion de sotalol. Esto implica una
relacion directa entre los efectos del sotalol a nivel celular y de ECG cuantificados a través de
las pendientes de la curvas de restitucion de APDR y TpeR, respectivamente.
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Figura 30: A: Curva de APDR para endocardio (endo), miocardio medio (mio) y epicardio
(epi) frente a CL y DI para distintas concentraciones de sotalol. B: Prolongacion (%) respecto a
la concentracion de sotalol nula de la curva de APDR en endocardio, miocardio medio y
epicardio para distintas concentraciones de sotalol.
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Figura 31: Smax-Smin frente a Sy, para CL de 600 a 1600 ms en pasos de 100 ms. Se
muestran las curvas para concentraciones de sotalol de 0, 30, 160, 320, 500 y 5000 uM.

También la relacidon entre el cambio inducido por distintas concentraciones de sotalol en la
TDR, medida como la diferencia entre el APD mas largo y més corto en la fibra, y Tpe para un
mismo valor de CL es practicamente lineal (Figura 32). Vemos que TDR y Tpe son mayores
cuanto mayor es el valor de CL y que el sotalol incrementa ambos tanto mas cuanto mayor es el
valor de CL hasta llegar a un punto en el que el aumento de CL ya no supone practicamente una
prolongacion de TDR y Tpe, como puede observarse en la Figura 32, donde las rectas para 900
y 1600 ms estan practicamente solapadas. Estos resultados ligan los efectos del sotalol a nivel
celular con los efectos observados a nivel de ECG cuantificados mediante la TDR y Tpe,
respectivamente, y muestran la dependencia inversamente proporcional al HR del incremento
del APD inducido por sotalol.

A continuacién, vamos a analizar los cambios respecto al modelo por defecto para
variaciones del 30% del coeficiente de difusion D y la proporcion de células del miocardio
medio. En primer lugar, estudiaremos estas diferencias en la curva de APDR de epicardio
(Figura 33), miocardio medio y endocardio para distintas concentraciones de sotalol. En el
epicardio y en el endocardio el incremento de D o la reduccion de la proporcion de células del
miocardio medio supone un aumento de la curva de APDR y viceversa. En cambio en el
miocardio medio el incremento de D o la reduccion de la proporcion de células del miocardio
medio provoca una reduccion de la curva de APDR y viceversa. Esto es asi porque, por
ejemplo, al incrementar el coeficiente de difusion permitimos que el efecto homogeneizador que
se produce al unir células con distinto APD sea mas acusado y, por lo tanto, las células con
APD menor tienden a aumentarlo y las células con APD mayor lo reducen. Por la misma razén,
al aumentar la proporcion de células del miocardio medio la homogeneizacion en las células del
miocardio medio es menos notable cuantas mas células hay en esa zona y a su vez el APD mas
corto del endocardio y epicardio se prolonga mas al intentar igualarse al APD ya mas largo del
miocardio medio.
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Figura 32: TDR frente a Tpe para concentraciones de sotalol de 0 a 5000 uM con valores
intermedios de 30, 160, 320 y 500 pM. Se muestran las curvas para valores de CL de 50, 900 y
1600 ms.

Ahora vamos a analizar los efectos de la variacion de D y la proporcion de células del
miocardio medio en la curva de Smax-Smin frente a St,.. La reduccion de D o el aumento del
numero de células del miocardio medio hace que para incrementos de Smax-Smin aumente mas
Stpe ¥ se alcancen valores de Smax-Smin y St,. mayores (Figura 34 y Figura 35). Sin embargo,
el aumento de D o la reduccion de la proporcion de células del miocardio medio produce que
para incrementos de Smax-Smin aumente menos Sty Esto es cierto para todas las dosis de
sotalol analizadas. De esta manera, diferencias en la conduccion del impulso eléctrico y la
constitucion del miocardio implican pendientes de las curvas de APDR mas o menos
heterogéneas que se reflejan en la pendiente de la curva de TpeR, habiéndose propuesto Tpe
como indice proarritmico.

Finalmente, vamos a estudiar los efectos de las variaciones del coeficiente de difusion D y la
proporcion de células del miocardio medio en las curvas TDR-Tpe para concentraciones de
sotalol de 0, 30, 160, 320, 500 y 5000 uM (Figura 36). La reduccion o el aumento de D
incrementa o disminuye, respectivamente, los valores de TDR y Tpe. Por el contrario, la
reduccion o el aumento de la proporcion de células del miocardio medio disminuye o
incrementa, respectivamente, los valores de TDR y Tpe. Como se ha visto antes, para valores de
CL mayores se tienen valores de TDR y Tpe mas grandes, aunque llega un momento a partir del
cual practicamente ya no cambian. Esto se cumple para todas las dosis de sotalol estudiadas. Por
lo tanto, variaciones en la conduccion del impulso eléctrico y de la constitucion de la pared
ventricular pueden llevar a cambios en TDR y, por consiguiente, en Tpe, que se ha propuesto
como marcador proarritmico, como ya habiamos visto en 3.2.3 a nivel de ECG.
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Figura 33: Prolongacion (%) de la curva de APDR de epicardio respecto al modelo por defecto
para variaciones del 30% en D y la proporcion de células del miocardio medio, y distintas
concentraciones de sotalol.
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Figura 34: Smax-Smin frente a Sy, del modelo por defecto y variaciones del 30% en D para
valores de CL de 600 a 1600 ms en pasos de 100 ms. Se muestran graficos para concentraciones
de sotalol de 0 (izquierda), 320 (centro) y 5000 uM (derecha).
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proporcion de células del miocardio medio para valores de CL de 600 a 1600 ms en pasos de
100 ms. Se muestran graficos para concentraciones de sotalol de 0 (izquierda), 320 (centro) y
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Figura 36: TDR frente a Tpe del modelo por defecto y variaciones del 30% en D (izquierda) y
la proporcion de células del miocardio medio (derecha) para concentraciones de sotalol de 0 a
5000 pM con valores intermedios de 30, 160, 320 y 500 uM. Se muestran las curvas para un
valor de CL de 900 ms.
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3.2.5. CARDIOTOXICIDAD DEL SOTALOL

En este apartado vamos a tratar las implicaciones para la cardiotoxicidad del sotalol en
concentraciones altas. Se sabe que los efectos fisioldgicos del sotalol dependen de la
concentracion en plasma, como se muestra en la Tabla 4.

Concentracion en plasma (ug/mL) | Efecto

0,5-4,0 Beta-bloqueo
1,2-4,7 Actividad antiarritmica
>5,1 Niveles toxicos

Tabla 4: Concentracion en plasma de sotalol y efectos (modificado de [45]).

A esta informacion podemos afadir los resultados de un estudio en perro [46], en el que una
dosis de 3mg/kg no incrementa QTc ni su variabilidad, mientras que una dosis de 10 mg/kg
aumenta QTc (15%) y su variabilidad. En este proyecto no hemos analizado la variabilidad de
QTc en la base de datos ni en las simulaciones, donde dicho estudio requeriria la utilizacion de
modelos computacionales estocasticos, que se encuentran actualmente bajo desarrollo. Esto se
relaciona con efectos proarritmicos porque segin dicho estudio [46] los farmacos con alto
riesgo de inducir arritmias incrementan la variabilidad de QT. La prolongacion de QTc se ha
propuesto tradicionalmente como indicador proarritmico pero no ha sido suficiente y se han
propuesto marcadores complementarios. En la Figura 37 se muestran los mecanismos de
generacion de arritmias de tipo TdP.

Vamos a establecer la relacion entre estos efectos conocidos del sotalol y las concentraciones
utilizadas en este estudio. Hemos visto en 3.2.2 que una dosis oral de 200 mg o intravenosa de
2,0 mg/kg equivale a una concentracion simulada de 320 uM. Basandonos en resultados de [47]
donde estudian las concentraciones en plasma de (+)-sotalol y (-)-sotalol tras la administracion
de (%)-sotalol oral y, puesto que el (£)-sotalol es una mezcla racémica (como se ha dicho en
1.5), considerando la concentracion de (£)-sotalol como la suma de las concentraciones en
plasma para (+)-sotalol y (-)-sotalol, un ajuste lineal de las concentraciones alli recogidas nos da
una concentracion en plasma de 1,9 pg/mL para una dosis de 200 mg. En la Tabla 5 vemos la
equivalencia entre las concentraciones simuladas y las concentraciones en plasma, asi como el
rango de efectos en el que se encuentran.

Relacionando esto con el estudio [46], la dosis de 3 mg/kg se sitda en el rango de efectos de
beta-bloqueo y actividad antiarritmica, y la de 10 mg/kg, en los niveles toxicos. En este estudio
hemos obtenido de la base de datos de THEW prolongaciones estadisticamente significativas de
QTec para una dosis de 2,0 mg/kg. Esta diferencia puede deberse a las distintas especies sobre las
que se han realizado ambos trabajos. Sin embargo, el incremento producido por la
concentracion de sotalol de 320 uM es notablemente menor que el observado en la base de datos
de THEW para la dosis de sotalol de 2,0 mg/kg, lo que puede deberse a que los pacientes de la
base de datos de THEW no son individuos sanos, ya que hay un grupo que ha sufrido TdP y
otro que toma sotalol para prevenir AF. Finalmente, aunque la concentracion de 5000 pM
simulada en el rango de niveles toxicos es mayor que la dosis de 10mg/kg, ambas prolongan QT
en torno al 15%. A la vista del rango de efectos donde se encuentra cada concentracion
simulada podemos decir que incrementos de TDRc, QTc y Tpe. por encima del 30, 15 y 20%,
respectivamente, implican proarritmicidad (Tabla 6).
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Figura 37: Diagrama de flujo de los mecanismos electrofisiologicos subyacentes a TdP

Concentracion en plasma en
UM simulada

(modificado de [48]).

Concentracion en plasma en

30
160
320
500
5000

ug/mL

0,2

0,9 Beta-bloqueo

1,9 Actividad antiarritmica
2,9

29.4 Niveles toxicos

Tabla 5: Concentraciones en plasma en pM simuladas, sus correspondientes concentraciones en
plasma en pg/mL y rango de efectos.

Concentracion (uM) | ATDRc (%) | AQTc (%) | ATpe. (%)
30 3 1 4
160 9 5 8 Beta-bloqueo
320 13 8 12 Actividad
500 19 10 14 antiarritmica
5000 31 16 22 Niveles toxicos

Tabla 6: Concentraciones en plasma (uM) simuladas, incrementos (%) respecto a una
concentracion de sotalol nula de TDRc, QTc y Tpe. (considerando corregido su valor para un

CL de 900 ms), y rango de efectos.
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4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este proyecto se ha realizado el analisis de una base de datos de pacientes con y sin
historia de la arritmia ventricular TdP a los que se administrd el farmaco sotalol. Ademas, se ha
simulado el comportamiento electrofisiolégico de los miocitos ventriculares humanos en
presencia de sotalol, modelo que hemos validado con resultados experimentales y clinicos de la
literatura y los resultados clinicos de la base de datos de THEW.

En la parte de procesado del ECG se ha observado que el sotalol prolonga los intervalos RR,
QT, QTc, TQ, Tpe y Tpe., ¢ incrementa el indice Tpe/RR (éste ultimo indice tiene valores
negativos antes y durante la administracion del sotalol, por lo que el incremento es en valor
absoluto). Ademas, aunque no de manera estadisticamente significativa, reduce el indice QT/TQ
e incrementa el indice %QT/TQ>1. Se ha visto que hay una mayor prolongacion de QT, QTc y
Tpe en el grupo +TdP que en el -TdP, mientras que para Tpe. es mayor en el grupo -TdP que en
el +TdP. Ademas, el sotalol prolonga en el grupo +TdP y reduce en el -TdP los indices QT/TQ,
%QT/TQ>1 y Tpe/RR (éste ultimo en valor absoluto, la reduccion en los -TdP es tal que el
indice pasa de ser negativo a ser positivo cercano a cero). Aunque no estadisticamente
significativo, se ha visto que hay una mayor prolongaciéon de RR en el grupo +TdP que en el
-TdP, mientras que para TQ es mayor en el grupo -TdP que en el +TdP. Estos resultados
muestran que los efectos del sotalol son mas acentuados en el grupo +TdP, como cabia esperar,
ya que esta compuesto de pacientes con patologias ventriculares previas.

En la segunda parte de modelado computacional se ha observado a nivel celular la
heterogeneidad en la prolongacion del APD inducida por el sotalol en endocardio, miocardio
medio y epicardio, siendo el miocardio medio el mas incrementado por el farmaco. A nivel de
ECG se ha observado la prolongacion de los intervalos QT y Tpe. La relacion entre la diferencia
del APD maximo y minimo en la pared ventricular y el intervalo Tpe del ECG (o sus
pendientes) en un cable 1-D es practicamente lineal. Estas relaciones confirman los resultados
obtenidos en estudios experimentales en ventriculo canino [43] y en el modelo ventricular de
cobaya Luo-Rudy dindmico [33]. Diferencias en la conduccion del impulso eléctrico y en la
constitucion del miocardio producen cambios en las curvas de APDR de endocardio, miocardio
medio y epicardio, QTR y TpeR. Los cambios son practicamente despreciables en las curvas
APDR, por lo que también son minimos en las curvas QTR.

Hemos considerado equivalentes los efectos de una concentracion de sotalol simulada de 320
UM y la dosis de 2,0 mg/kg de la base de datos de THEW. El analisis de la base de datos de
THEW nos ha servido para validar el modelo que incluye los efectos del sotalol y obtener
resultados clinicos con los que comparar los resultados simulados. Hemos comprobado como el
modelo replica los efectos tipicos del sotalol observados en la poblacion global de estudio de la
base de datos de THEW y que éstos son mas acusados en el grupo +TdP. Ademas, los
resultados derivados del estudio computacional con modelos cardiacos nos han permitido
establecer los mecanismos celulares y subcelulares que subyacen a los resultados obtenidos del
analisis del ECG en registros clinicos.

Los datos experimentales a partir de los que se crean los modelos y con los que se validan
son susceptibles de una gran variabilidad. Por ejemplo un factor que puede afectar al valor ICs
de una sustancia es la composicion del plato donde se realizan las medidas [49]. Esto no resta
validez al estudio, ya que estos experimentos son imprescindibles para generar modelos que
intentan reproducir la electrofisiologia celular. De hecho, en este estudio hemos comprobado
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que, a pesar de la variabilidad presente en los datos experimentales, nuestro modelo es capaz de
reproducir el comportamiento medio de éstos de forma precisa.

La equivalencia entre los resultados experimentales y clinicos para las distintas dosis de
sotalol oral e intravenoso y las simulaciones para las distintas concentraciones se han realizado
mediante la comparacion de los efectos producidos por cada una de las dosis, ya que por
ejemplo no hay una concentracion en plasma de d-sotalol terapéutica clara. Cuando se
administra intravenosamente, se ven inicialmente concentraciones en plasma altas, que
rapidamente se reducen a medida que el farmaco se distribuye [50]. Por eso se definen, como se
ha visto en 3.2.5, rangos de accion donde el sotalol produce efectos beta-bloqueantes,
antiarritmicos o toxicos.

En [39] se analiza la misma base de datos que en este proyecto. Los intervalos analizados
coincidentes son RR, QT, QTc, Tpe y Tpe. (en [39] sélo se muestran los resultados de los
intervalos corregidos). En general, los intervalos que son mayores o menores en un grupo que
en el otro y la significacion estadistica entre la situacién antes y después de la administracion
del sotalol, y entre el grupo -TdP y el grupo +TdP, antes y después de la administracion del
sotalol, coinciden en ambos andlisis. Hay que destacar la importancia del intervalo Tpe en
ambos estudios. Las diferencias entre ambos analisis se pueden explicar porque los intervalos de
[39] se han medido bien en la derivacion Vs (o II), tomando la mediana del valor del intervalo
de tres latidos, bien en una derivacion producto de la reduccion de la dimensionalidad del ECG,
mediante sistemas automaticos, distintos de los nuestros, y semi-automaticos. Tanto los
resultados de nuestro estudio como los obtenidos en [39] sugieren que la prolongacion de QT
antes y durante la administracion en el grupo +TdP estd asociada con un retraso no
uniformemente distribuido a través del intervalo de repolarizacion. Estas observaciones encajan
con el concepto proarritmico, realzando el papel de la prolongacion de Tpe como un factor
proarritmico importante. Mas aun, a partir de nuestro estudio de modelado y simulacion
computacionales, podemos concluir que prolongaciones del intervalo Tpe corregido superiores
al 20% resultan altamente proarritmicas y son indicativas de toxicidad cardiaca inducida por el
farmaco sotalol.
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5. LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y LINEAS FUTURAS

En este proyecto, debido a las limitaciones que corresponden a un trabajo de estas
caracteristicas, se ha reducido la complejidad de ciertas partes, en las que se puede profundizar
en futuras investigaciones como:

e El tamafo de la base de datos analizada es pequefio (34 pacientes), aunque contiene
un grupo importante de pacientes (17) con historia de TdP, de los que no se dispone
habitualmente de registros.

e Se ha trabajado con una fibra 1-D, que es una simplificacion del tejido del corazon.
Seria interesante simular el comportamiento electrofisiologico de las células del
corazon en modelos de tejido mas complejos que el cable unidimensional, ya que las
consecuencias sobre el desarrollo de arritmias o la perpetuacion de reentradas puede
variar en funcion de la dimensionalidad del estudio [51]. De todas formas, los
modelos 1-D de tejido se han venido utilizando ampliamente para investigar los
mecanismos subcelulares y celulares del pECG [32, 33].

e La simulacion realizada en este estudio ha sido determinista. Podria tenerse en
cuenta la variabilidad de la actividad eléctrica de los miocitos, ya que, segin [46], en
perro el parametro de la variabilidad temporal de QT puede discriminar entre
agentes con un alto y bajo riesgo de induccion de arritmias. El modelo TP06 podria
convertirse en un modelo estocastico cambiando la formulacion determinista de las
corrientes por ecuaciones estocasticas.

e Las simulaciones llevadas a cabo en este estudio corresponden a la actividad
eléctrica cardiaca de células sanas. En una extension futura se plantea la simulacion
de condiciones patoldgicas, que aporte informacion sobre los efectos del sotalol en
células con patologias subyacentes.
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A. BASE DE DATOS DE THEW

ECG-P N° | caso/control | edad | sexo farmacos causantes de TdP
ECG-P01 caso 39 f Sotalol
ECG-P03 caso 47 f Diurético
ECG-P05 caso 58 m Sumatriptan
ECG-P07 caso 72 f no disponible
ECG-P09 caso 54 f Sotalol
ECG-P11 caso 55 m Amiodarona
ECG-P13 caso 77 f Sotalol
ECG-P15 caso 61 f Bisacodilo
ECG-P17 caso 64 f Sotalol
ECG-P19 caso 70 m Eritromicina
ECG-P21 caso 64 m Sotalol
ECG-P23 caso 63 m Sotalol
ECG-P25 caso 39 m Imipramina
ECG-P27 caso 72 f Cipramil
ECG-P29 caso 52 m Amiodarona
ECG-P31 caso 75 f Sotalol, Cipramil, Furosemida
ECG-P33 caso 40 m Claritromicina
ECG-P02 control 47 f -
ECG-P04 control 60 f -
ECG-P06 control 67 f -
ECG-P08 control 70 f -
ECG-P10 control 61 f -
ECG-P12 control 65 f -
ECG-P14 control 70 f -
ECG-P16 control 64 f -
ECG-P18 control 62 f -
ECG-P20 control 82 f -
ECG-P22 control 63 m -
ECG-P24 control 56 m -
ECG-P26 control 36 m -
ECG-P28 control 70 f -
ECG-P30 control 54 m -
ECG-P32 control 73 f -
ECG-P34 control 37 m -

Tabla 7: Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio.

48



B. PARAMETROS Y ECUACIONES DE LOS MODELOS

CARDIACOS
B.1. MODELO DE AP TP06
Parametros del modelo
Parametro Definicién Valor
R Constante de gas 8.3143J-K"-mol
T Temperatura 310K
F Constante de Faraday 96.4867 C/mmol
Cun Capacidad de la célula por unidad de area superficial 2 uF/em?
S Relacion superficie-volumen 0.2 pm’
P Resistividad celular 162 Q-cm
V. Volumen citoplasmico 16404 pm’
Vi Volumen del reticulo sarcoplasmatico 1094 pm®
Vs Volumen del subespacio 0.05468 pm’
K, Concentracion extracelular de K* 5.4 mM
Na, Concentracion extracelular de Na" 140 mM
Ca, Concentracion extracelular de Ca** 2 mM
Gra Conductancia de Iy, maxima 14.838 nS/pF
Gk Conductancia de Ix; maxima 5.405 nS/pF
G, epi, M Conductancia de I, para epicardio 0.294 nS/pF
Gy, endo Conductancia de Iy, para endocardio maxima 0.073 nS/pF
Gkr Conductancia de Iy, maxima 0.153 nS/pF
Gks, epi, endo Conductancia de Ik, para epicardio y endocardio 0.392 nS/pF
maxima
Gk, M Conductancia de Ig, para célula M maxima 0.098 nS/pF
Pkna Permeabilidad de I relativa a Na* 0.03
GeaL Conductancia de I, maxima 3.9807° cm’ uF Tl
kNaca INaca maxima 1000 pA/pF
Y Parametro dependiente de voltaje de Inaca 0.35
Kinca Constante de media saturacion de Ca; para Inqca 1.38 mM
KiNai Constante de media saturacion de Na; para Inac, 87.5 mM
Keat Factor de saturacion para Inaca 0.1
o Factor que aumenta la naturaleza de salida de Iy,ca 2.5
Prax Inak maxima 2.724 pA/pF
Kk Constante de media saturacion de K, para In.x 1 mM
KiNa Constante de media saturacion de Na; para Inax 40 mM
Gk Conductancia de I,x maxima 0.0146 nS/pF
Goca Conductancia de I,c, maxima 0.1238 nS/pF
Koca Constante de media saturacion para I,c, 0.0005 mM
GiNa Conductancia de Iy, maxima 0.00029 nS/pF
Goca Conductancia de I,c, maxima 0.000592 nS/pF
V maxup Conductancia de I, médxima 0.006375 mM/ms
Kup Constante de media saturacion de [, 0.00025 mM
Viel Conductancia de I, maxima 40.8 mM/ms
ky’ Tasa de transiciéon de I,y de RaOydeRIal 0.15 mM?ms™
ky’ Tasa de transicion de I, de O aly de R aRI 0.045 mM'ms™
k; Tasa de transicion de I, de OaR ydelaRI 0.060 ms™
ky Tasa de transicion de I,;de[aO ydeRIal 0.00015 ms™
EC Constante de media saturacion de Cagg de Keasr 1.5 mM
maxg; Valor maximo de Ku 2.5 (sin dimensiones)
ming, Valor minimo de K., 1 (sin dimensiones)
Vieak Conductancia de Ij.;; maxima 0.00036 mM/ms
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Vter Conductancia de I,¢, maxima

Buf, Concentracion del buffer citoplasmico total

Kbute Constante de media saturacion de Ca; para el buffer
citoplasmico

Buf,; Concentracion del buffer sarcoplasmico total

Koufsr Constante de media saturacion de Cagg para el buffer
sarcoplasmico

Buf Concentracion del buffer del subespacio total

Kpufss Constante de media saturacion de Cagg para el buffer
del subespacio

0.0038 mM/ms
0.2 mM
0.001 mM

20 mM
0.3 mM

0.4 mM
0.00025 mM

Tabla 8: Configuracion de parametros del modelo por defecto.
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Dinamica del sodio y del potasio
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dK; _ Iy + Ieo + Iy + Is — 2lyax + IpK + Istim — lax 1
dc V.F (102)
B.2. MODELO DE Ik, FNGO08
Modelo de Markov
Cl —Y ey = (3 2O —==1
By B B3 Ba
Tasas de transiciéon de estados
Transicion | Parametro AS AH z
Cl-C2 o -100.36 | 66797 | 2.992 x 10*
C2-Cl1 B -188.89 | 40486 | -1.611x 107
C2->C3 oy -113.57 | 66797 0
C3->C2 B2 -193.00 | 40486 0
C3-0 03 -118.96 | 66797 | 9.751 x 10™
0-C3 B3 -241.90 | 40496 | -1.066x 107
0-1 04 -53.12 | 79619 | 5.958x 10"
I-0 B4 -52.74 85688 | -8.335x 10*
Tabla 9: Tasas de transicion de estados.
kBT AS)L AHA ZAFVm
=2 4 __ 2 103
1ij hexP(R RT+RT) (103)

donde T es la temperatura absoluta, AS; el cambio en entropia, AH, el cambio en entalpia, z, la
valencia efectiva de cargas moviles y kg, h, F y R son las constantes de Boltzmann, Planck,
Faraday y Gas, respectivamente.

Corriente Ik,
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NOMENCLATURA

+TdP
-TdP
%QT/TQ>1

AF
AP
APD
APDs
APDy,
APDR

AV
BCL
CICR
CL
Cmax
DI
ECG
FNGO08
HERG

THEW

TNNPO0O4
TPO6
Tpe
Tpe.

VF

Con historia de Torsade de Pointes

Sin historia de Torsade de Pointes

Porcentaje de latidos donde el cociente entre los intervalos QT y TQ es mayor
que la unidad

Fibrilacion auricular (atrial fibrillation)

Potencial de accion (action potencial)

Duracion del potencial de accion (action potential duration)

Duracion del potencial de accion (action potential duration) al 50%
Duracion del potencial de accion (action potential duration) al 90%
Restitucion de la duracion del potencial de accion (action potential duration
restitution)

Auriculoventricular

Longitud de ciclo basica (basic cycle length)

Liberacion de calcio inducida por calcio (calcium-induced calcium release)
Longitud de ciclo (cycle length)

Concentracion maxima

Intervalo diastolico (diastolic interval)

Electrocardiograma

Modelo de Fink, Noble y Giles de 2008

Gen humano relacionado al gen éter a-go-go (human ether a-go-go related gene)
Ritmo cardiaco (heart rate)

Concentracion inhibidora (inhibitory concentration)

Concentracion inhibidora (inhibitory concentration) al 50%

Corriente rectificadora rdpida retardada de K*

I6n de potasio

I6n de sodio

Pseudo-ECG

Intervalo QT corregido

Cociente entre los intervalos QT y TQ

Sinoauricular

Desviacion estandar (standard deviation)

Torsade de Pointes

Dispersion transmural de la repolarizacion (transmural dispersion of
repolarization)

Archivo de ECGs telemétricos y Holter (Telemetric and Holter ECG Warehouse)
del Center for Quantitative Electrocardiography and Cardiac Safety de la
Universidad de Rochester

Modelo de ten Tusscher KH, Noble D, Noble PJ y Panfilov AV de 2004
Modelo de ten Tusscher y Panfilov de 2006

Intervalo Tpico-fin (Tpeak-end)

Intervalo Tpico-fin (Tpeak-end) corregido

Fibrilacion ventricular (ventricular fibrillation)
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