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1. Resumen

Introduccion

El objetivo principal del presente proyecto fue desarrollar y adaptar modelos
computacionales auriculares humanos para estudiar los mecanismos por los cuales
factores de riesgo pueden dar lugar a la fibrilacidon auricular. Como objetivo mas
especifico, planteamos estudiar el efecto de una variante genética, relacionada con la
deficiencia en el factor de transcripcién PITX2, que afecta el tampdn de calcio mediado
por la calsequestrina, la actividad de SERCA vy la activacion de RyR2. La hipdtesis
principal es que la relacion mecanistica de la fibrilacién auricular (FA) y los
polimorfismos asociados a ella se produce a través de una modificaciéon de la
homeostasis del calcio, que conduce a eventos espontaneos de liberacion de calcio y la
aparicidon de arritmias. Por lo tanto, el objetivo del proyecto es desarrollar un modelo in
silico multiescala de los miocitos auriculares y probar, usando este modelo, la
capacidad de los eventos de liberacidn espontanea para producir despolarizaciones
espontaneas de membrana de caracter arritmogénico en miocitos y tejidos auriculares
humanos. Para explorar el papel de estos mecanismos, utilizamos modelos
matematicos de miocitos auriculares a nivel celular y multicelular. Los modelos a nivel
celular permiten investigar el riesgo que supone el cambio en un Unico mecanismo
molecular sobre el funcionamiento celular. En particular, estudiamos los resultados de
la pérdida de la funcidn del canal SK3, la regulacién positiva de SERCA, calsequestrina
(CSQ), estrés mecanico, etc., y analizamos sus efectos arritmogénicos a nivel

subcelular, celular y tisular.

Objetivos
El objetivo general de este proyecto es identificar los factores electrofisioldgicos
moleculares y celulares que confieren a los pacientes un alto riesgo de sufrir fibrilacidon

auricular.

Los objetivos especificos del proyecto son:

1. Desarrollo de un modelo de miocitos auriculares humanos (tanto unicelular como
multicelular) con una descripcién detallada de la regulacién del calcio luminal
(tamponamiento por CSQ, actividad de SERCA, activacion de RyR2) y de los canales de

potasio activados por calcio.



2. Estudio de las consecuencias funcionales de las alteraciones en el tampdn de

calcio mediado por CSQ, la actividad de SERCA y la activacién de RyR2.

3. Interrelacion entre la regulacién del calcio y los canales SK3 en el control de la

actividad eléctrica auricular.

4. Modificacién del modelo de miocitos auriculares para investigar como el

acoplamiento electromecanico modifica la actividad eléctrica auricular.

5. Introduccién de la estructura subcelular en el modelo auricular. Estudio de las
condiciones que dan lugar a eventos locales de liberacién de calcio, ondas de calcio y

despolarizaciones de membrana.

Metodologia

Se basa en el desarrollo y la simulacion de modelos matematicos en las auriculas, que
van desde la dindmica del calcio a nivel subcelular hasta la propagacién del potencial
de accion en tejido. A dia de hoy existen varios modelos disponibles de células
auriculares humanas (por ejemplo, el modelo de Grandi [Grandi et al., Circ Res, 2011]
o de Lugo [Lugo et al., Am ] Physiol, 2014]), que consideran las concentraciones
medias de calcio en diferentes compartimentos celulares (citosol, reticulo
sarcoplasmatico, etc.). Son, por lo tanto, rapidos desde un punto de vista
computacional, lo que los convierte en una muy buena herramienta para estudiar las
consecuencias funcionales de las modificaciones en las corrientes idnicas o la
regulacién del calcio. Sin embargo, son modelos deterministas y, por tanto, no tienen
en cuenta los eventos estocasticos de liberacidén de calcio, incluida, por ejemplo, la
liberacion espontanea de calcio que da lugar a DAD o EAD. Ademas, no consideran los
gradientes de concentracién dentro de la célula y, por tanto, no pueden describir
eventos de liberacidn local, como sparks de calcio, o eventos globales, como ondas de
calcio. Esto puede tener un efecto importante cuando se estudia la respuesta
homeostatica de la célula. Para superar estas deficiencias, en este proyecto propusimos
desarrollar un modelo detallado de la dindmica del calcio en células auriculares
humanas, que tenga en consideracion la distribucién de los clisteres de RyR en la

célula y permita el estudio de los eventos de liberacién de calcio subcelular.



2. Resultados obtenidos

1) Estudio de las consecuencias funcionales de las alteraciones en el tampoén
de calcio mediado por CSQ, la actividad de SERCA y la activacion de RyR2.
Utilizando modelos auriculares humanos ya publicados y validados, hemos realizado
simulaciones para un conjunto de variaciones en estos parametros, tanto
individualmente como combinadas. Posteriormente hemos medido los cambios en el
calcio citosolico, tanto sistdlico como diastdlico, en las concentraciones de calcio en el
SR (libre y unido a CSQ), en la fraccion de liberacién del SR y en la duracién del
potencial de accién (APD). Encontramos que un cambio en la velocidad maxima de
captacién de SERCA tiene poco efecto en si mismo, excepto a velocidades de
estimulacion rapidas. Un aumento en la capacidad del tampdén CSQ aumenta la
concentracién de calcio diastélico SR, asi como el contenido global de calcio, mientras
gue un aumento en la actividad del RyR conlleva efectos opuestos. Ademas del interés
intrinseco en comprender de qué modo las variaciones en los factores reguladores del
calcio pueden dar lugar a cambios en la homeostasis del calcio y la forma y duracién
del potencial de accidn, nos hemos centrado en un caso especifico: una menor
expresion de PITX2, que se ha observado que da como resultado una reduccién de la
conductancia maxima de Ica, una sobreexpresion de Casq2, Atp2a2 y un aumento de
la actividad del RyR. Siguiendo los resultados experimentales de Lozano-Velasco et al.,
Cardiovasc Res, 2016, consideramos una disminucion del 30% en la conductancia
maxima de Ica. Yy un aumento de la actividad de RyR, SERCA y CSQ. Esto da como
resultado niveles mas bajos de concentraciones de calcio citosdlico y SR, en
comparacion con el WT, mientras que la concentracidn total de calcio en el SR (libre y

ligado a CSQ) aumenta.
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Figura. Comparacion del modelo original de Grandi (WT) y el modificado para tener en cuenta la
deficiencia de PITX2.

Posteriormente abordamos el efecto de estos cambios homeostaticos en la aparicién de
ondas de calcio. Para eso realizamos simulaciones del modelo de calcio subcelular
desarrollado en este proyecto, con diferentes niveles de concentracién media de calcio
y del tampon de calsequestrina (CSQ). Observamos que cuando aumenta la carga de
calcio, el sistema comienza a mostrar ondas de calcio espontaneas. Estas ondas
persisten en el tiempo con diferentes formas y duraciones, dando lugar a una
oscilacion casi periddica en la senal global de calcio. Observamos, aproximadamente,
una onda de calcio por segundo. Las ondas habitualmente se inician en sitios distintos
cada vez, pero aparecen sistematicamente. Tras la reduccidon de la concentracién de
CSQ, las oscilaciones aparecen a valores mas bajos de la concentracién media total,

tienen una frecuencia mas alta y el rango de oscilaciones se hace mas amplio.
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Figuras. A) Line-scan que muestra la aparicién de ondas periddicas de calcio. B) Periodo medio de las
oscilaciones a diferentes valores de la concentracion media de calcio cr, para una concentracién de CSQ de
Bsq = 2 mM (puntos verdes) y en ausencia de CSQ (puntos azules).

2) Interrelacion entre la regulacion del calcio y los canales SK3 en el control
de la actividad eléctrica auricular.

Hemos realizado un estudio de los diferentes modelos existentes para los canales SK3
y sus efectos para la forma del potencial de accidn. La corriente se modeliza asumiendo
una dependencia 6hmica del voltaje de membrana y una puerta de activacion para los
canales SK, cuyo estado estacionario presenta una dependencia sigmoidal del calcio
intracelular en el espacio subsarcolemal. Hemos introducido esta corriente en cuatro
modelos auriculares humanos diferentes y estudiado los cambios resultantes en APD,
homeostasis de calcio, etc., para diferentes valores de los parametros de la corriente:
conductancia maxima, exponente de Hill de activacion, concentracion media de
activacion y tiempo de activacion. La corriente de potasio activada por calcio, I«kca, tiene
el efecto esperado de reducir la duracidn del potencial de accidon (APD), pero esta
reduccion solo es apreciable a frecuencias mayores de 1 Hz. Los resultados obtenidos
con el modelo de Lugo et al. muestran una gran dependencia de la corriente Ikca con su
conductividad vy el tipo de dinamica de la puerta. Un cambio en la sensibilidad al calcio
de los canales, al cambiar la constante de activacion de Ca?*, Kkca, también muestra
dos regimenes diferentes. Para Kkca por encima de ~500 nM, reducir la sensibilidad del
canal (aumentar Kkca) no cambia mucho el valor del APD. Por el contrario, disminuirlo
por debajo de este valor produce una reduccion rapida del APD. Al introducir la
corriente Ikca en otros modelos auriculares, como Nygren, Courtemanche y Grandi,

hemos observado que los efectos de la corriente son cualitativamente similares.



Luego hemos estudiado si la presencia de una fuerte corriente de Ikca podria evitar los
efectos proarritmicos (EAD, DAD) de los eventos de liberacién espontanea de calcio
(SCR). Hemos incluido SCR en las simulaciones permitiendo la apertura de los
receptores de rianodina en momentos aleatorios. Comparamos condiciones similares
con y sin corriente de Ikca Y observamos que, de hecho, las corrientes de Ikca reducen
el efecto de SCR en las extradespolarizaciones. La presencia de la corriente Ikca
previene las despolarizaciones inducidas por SCR en una estrecha regién de
parametros, pero esto parece ser suficiente para reducir la posibilidad de
despolarizaciones inducidas. Sin embargo, no queda claro si este efecto protector
proviene de la propia corriente que contrarresta el efecto del intercambiador de sodio y
calcio, o del cambio en el potencial de reposo, que presumiblemente afecta al periodo

refractario.
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Figuras. A) Eventos de despolarizacién en funcién del tiempo y la fuerza de SCR, para diferentes valores
de la conductancia de Ixca. B) NUmero de despolarizaciones en una simulacién con 1.000 estimulaciones y
un periodo de estimulacién de T = 1.000 ms, donde se produce un evento de SCR en un momento elegido

al azar en cada periodo de estimulacion.

3) Modificacion del modelo de miocitos auriculares para investigar como el
acoplamiento electromecanico modifica la actividad eléctrica auricular.

Existe creciente evidencia de la influencia del estrés oxidativo en la patogénesis de la
FA. La produccidon excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) probablemente esté
involucrada en la remodelacion estructural y eléctrica del corazoén. El estiramiento
auricular puede aumentar la produccién de ROS, afectando a la probabilidad de
apertura del RyR, dando como resultado la aparicion de liberaciones espontaneas de
calcio y ondas de calcio. Hemos introducido este efecto modificando la descripcion del
RyR2, de modo que la transicion entre sus diferentes estados depende de la cantidad

de especies reactivas de oxigeno (ROS). Ademas, consideramos que el RyR puede



estar en estados oxidados, con mayor probabilidad de apertura. Hemos realizado
simulaciones introduciendo este nuevo modelo para la activacién del RyR en un modelo
de calcio. Encontramos que un aumento en el nivel de ROS da lugar a oscilaciones
espontaneas de calcio en una amplia gama de parametros. Posteriormente
introducimos esta descripcion del efecto de ROS en el modelo subcelular desarrollado
en este proyecto, con el fin de estudiar el efecto de un aumento en la producciéon de
ROS en la frecuencia de sparks y ondas de calcio espontdneas. Para dar cuenta de la
produccidn, difusién y degradacién de ROS, se hicieron algunas modificaciones en el
modelo. Se asumidé que NOX2 producia ROS a una velocidad constante en la
membrana. El proceso de difusién con respecto a ROS se establecié con la misma
constante de difusidon que el Ca?*, pero también tuvimos en cuenta la degradacidon con
una tasa de 2-103ms. Realizamos simulaciones con diferentes magnitudes de
produccidon de ROS. Para un valor basal bajo de produccion de ROS (jros = 103uM pm
ms1) el niUmero observado de sparks es bajo. Para valores crecientes de la produccidn,
se observa un mayor nimero de sparks, que también son de mayor tamano. De
nuestros resultados se desprende que el niumero de sparks muestra una dependencia
de la concentraciéon de ROS de la forma: Nsparks = @ + b log [ROS]. Ademas, cuando la
produccidon de ROS aumenta dos érdenes de magnitud sobre el valor basal bajo,

aparecen ondas de calcio en la célula.
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Figuras. A) Modelo de ocho estados del RyR, incluidos los estados oxidados por ROS. Los cuatro estados
centrales estan inactivados y los cuatro inferiores son los oxidados. Hay dos estados abiertos, O y Oros. B)

Regidn de existencia de oscilaciones en funcidn de las concentraciones citosélicas de Ca?* y ROS.

4) Introduccion de la estructura subcelular en el modelo auricular. Estudio de
las condiciones que dan lugar a eventos locales de liberacion de calcio, ondas

de calcio y despolarizaciones de membrana.



Hemos desarrollado un modelo detallado de la célula auricular, con una discretizacion a
escala submicrométrica, que nos permite estudiar el efecto de los cambios en el
tamafo y la distribucidn de los cliusteres de RyR durante la FA, conforme a los datos
experimentales disponibles a esta escala. Para ello, hemos seguido diferentes pasos,

definiendo:

1. La estructura interna de la célula. Hemos introducido la red de tubulos transversales
y axiales (TAT) y estudiado el efecto de las variaciones en la cantidad de tubulos t (TT)

y tubulos axiales (AT).

2. El tamafo y la forma de los clusteres de RyR. Hemos incorporado al modelo un

algoritmo para construir distribuciones heterogéneas de tamafios de clisteres de RyR.

3. La dinamica de activacién de RyR. Hemos mejorado los modelos existentes de
activacion del RyR mediante la identificacién de los mecanismos de inactivacion del
RyR.

Posteriormente hemos modificado el modelo de calcio subcelular para tener en cuenta
las condiciones patoldgicas, como los cambios homeostaticos o el estrés oxidativo,
explicados en los puntos anteriores. También hemos tenido acceso a datos
experimentales del grupo de Leif Hove-Madsen, del Institut d'Investigacions
Biomeédiques Barcelona, CSIC, Barcelona, respecto a la distribucidn subcelular de los
niveles de CSQ vy la fosforilacion de RyR en miocitos auriculares de pacientes con FA.
Utilizamos el modelo de calcio subcelular con algunas modificaciones para incluir la
modulacion de la apertura de RyR por el nivel de CSQ vy la fosforilacion de RyR2
observada en los experimentos. La modelizacion matematica teniendo en cuenta esta
distribucion espacial de CSQ, RyR2 y fosforilacion muestra un aumento diferencial en
los eventos de liberacion de calcio subsarcolemal que favorecen el intercambio de Na-
Ca y, en consecuencia, una mayor incidencia y amplitud de las corrientes transitorias
internas, lo que se traduce en una mayor incidencia de DAD o AP espontaneos, que

pueden afectar a la actividad eléctrica normal.



3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Los resultados de este proyecto tendran un impacto en el conocimiento de los
mecanismos subyacentes de las arritmias cardiacas y, mas especificamente, la
fibrilacidn auricular (FA). Una de las principales preguntas sobre la FA es cémo la
remodelacion auricular que le acompana afecta a la recurrencia de los episodios de FA
hasta que se convierte en permanente. El nuevo modelo auricular humano desarrollado
en el presente proyecto puede ayudar a predecir cdmo las alteraciones estructurales y
moleculares a nivel subcelular pueden afectar a la homeostasis del calcio y la actividad
eléctrica espontanea. En particular, en este proyecto hemos estudiado el impacto de
varios elementos que se modifican durante la remodelacion (corriente de potasio
activada por calcio, especies oxidativas reactivas, cambios en la fosforilacién y
concentracidon de tampén de calsequestrina, etc.) y como esto afecta al nUmero de
eventos de liberaciones espontaneas de calcio, que pueden provocar una
despolarizacién retrasada, interrumpiendo la actividad eléctrica normal. Por tanto, los
modelos que hemos desarrollado pueden considerarse modelos in silico, que pueden
usarse, en una primera etapa, para comprender los diferentes factores que afectan la

FA o para probar los efectos de nuevos tratamientos farmacoldgicos.
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