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1. Resum

Introduccio

L'objectiu principal d’aquest projecte va ser desenvolupar i adaptar models
computacionals auriculars humans per estudiar els mecanismes pels quals factors de
risc poden donar lloc a la fibril-lacié auricular. Com a objectiu més especific, es
plantejava estudiar I'efecte d’'una variant genética, relacionada amb la deficiéncia en el
factor de transcripcié PITX2, que afecta el tampd de calci mediat per la calsequestrina,
I'activitat de SERCA i I'activacié de RyR2. La hipotesi principal és que la relacio
mecanistica de la fibril-lacié auricular (FA) i els polimorfismes associats a aquesta es
produeix a través d’una modificacié de I'homeostasi del calci, que condueix a
esdeveniments espontanis d’alliberament de calci i I’'aparicié d’arritmies. Per tant,
I’'objectiu del projecte és desenvolupar un model in silico multiescala dels miocits
auriculars i provar, usant aquest model, la capacitat dels esdeveniments d’alliberament
espontani de produir despolaritzacions espontanies de membrana de caracter
arritmogenic en miocits i teixits auriculars humans. Per explorar el paper d’aquests
mecanismes, utilitzem models matematics de miocits auriculars a nivell cel-lular i
multicel-lular. Els models a nivell cel-lular permeten investigar el risc que suposa el
canvi en un Unic mecanisme molecular sobre el funcionament cel-lular. Particularment
estudiem els resultats de la pérdua de la funcié del canal SK3, la regulacié positiva de
SERCA, calsequestrina (CSQ), estres mecanic, etc., i analitzem els seus efectes

arritmogenics a nivell subcel-lular, cel-lular i tissular.

Objectius
L'objectiu general d’aquest projecte és identificar els factors electrofisiologics
moleculars i cel-lulars que confereixen als pacients un alt risc de patir fibril-lacid

auricular.

Els objectius especifics del projecte son:

1. Desenvolupament d’'un model de miocits auriculars humans (tant unicel-lular com
multicel-lular) amb una descripcié detallada de la regulacié del calci luminal
(tamponament per CSQ, activitat de SERCA, activacié de RyR2) i dels canals de potassi

activats per calci.



2. Estudi de les conseqiiéncies funcionals de les alteracions en la unié de calci a la
CSQ, l'activitat de SERCA i I'activacié de RyR2.

3. Interrelacié entre la regulacid del calci i els canals SK3 en el control de I'activitat

electrica auricular.

4. Modificacié del model de miocits auriculars per investigar com |'acoblament

electromecanic modifica |'activitat eléctrica auricular.

5. Introduccié de l'estructura subcel-lular en el model auricular. Estudi de les
condicions que donen lloc a esdeveniments locals d’alliberament de calci, ones de calci

i despolaritzacions de membrana.

Metodologia

Es basa en el desenvolupament i la simulacié de models matematics en les auricules,
gue van des de la dinamica del calci a nivell subcel-lular fins a la propagacié del
potencial d'accid en teixit. Fins al dia d’avui hi ha diversos models disponibles de
cel-lules auriculars humanes (per exemple, el model de Grandi [Grandi et al., Circ Res,
2011] o de Lugo [Lugo et al., Am ] Physiol, 2014]), que consideren les concentracions
mitjanes de calci en diferents compartiments cel-lulars (citosol, reticle sarcoplasmatic,
etc.). Sén, per tant, rapids des d’un punt de vista computacional, fet que els converteix
en una molt bona eina per estudiar les conseqliéncies funcionals de les modificacions
en els corrents ionics o la regulacid del calci. No obstant aix0, sén models
deterministes i, per tant, no tenen en compte els esdeveniments estocastics
d’alliberament de calci, incloent-hi, per exemple, I'alliberament espontani de calci que
dona lloc a DADs o EADs. A més, no consideren els gradients de concentracié dins de la
cel-lula i, per tant, no poden descriure esdeveniments d’alliberament local, com sparks
de calci, o esdeveniments globals, com ones de calci. Aixd pot tenir un efecte
important quan s’estudia la resposta homeostatica de la cél-lula. Per superar aquestes
deficiéncies, en aquest projecte vam proposar desenvolupar un model detallat de la
dinamica del calci en cel-lules auriculars humanes, que tingui en compte la distribucid
dels clusters de RyR en la cel-lula i permeti I'estudi dels esdeveniments d‘alliberament

de calci subcel-lular.



2. Resultats obtinguts

1) Estudi de les conseqiiéncies funcionals de les alteracions en el tampoé de
calci mediat per CSQ, I'activitat de SERCA i I'activacié de RyR2.

Utilitzant models auriculars humans ja publicats i validats, hem fet simulacions per a
un conjunt de variacions en aquests parametres, tant individualment com combinades.
Posteriorment hem mesurat els canvis en el calci citosolic, tant sistolic com diastolic,
en les concentracions de calci en I'SR (lliure i unit a CSQ), en la fraccié d’alliberament
de I'SR i en la durada del potencial d’'accié (APD). Trobem que un canvi en la velocitat
maxima de recaptacié de SERCA té poc efecte en si mateix, excepte a velocitats
d’estimulacié rapides. Un augment en la capacitat del tampdé CSQ augmenta la
concentracid de calci diastolic SR, aixi com el contingut global de calci, mentre que un
augment en l'activitat del RyR té els efectes oposats. A més de l'interes intrinsec de
comprendre com les variacions en els factors reguladors de I'Us del calci poden donar
lloc a canvis en I'hnomeostasi del calci i la forma i durada del potencial d'accid, ens hem
centrat en un cas especific: una menor expressié de PITX2, que s’ha observat que
dona com a resultat una reduccié de la conductancia maxima d’Ica, una sobreexpressié
de Casq2, Atp2a2 i un augment de l'activitat del RyR. Seguint els resultats
experimentals de Lozano-Velasco et al., Cardiovasc Res, 2016, considerem una
disminucié del 30% en la conductancia maxima d'Ic. i un augment de |'activitat de
RyR, SERCA i CSQ. Aix0 dona com a resultat nivells més baixos de concentracions de
calci citosolic i SR, en comparacié amb el WT, mentre que la concentracié total de calci

en I'SR (lliure i lligat a CSQ) augmenta.
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Figura. Comparacié del model original de Grandi (WT) i el modificat per tenir en compte la deficiencia de
PITX2.



A continuacio, es va abordar I'efecte d’aquests canvis homeostatics en I'aparicié d’ones
de calci. Aixi, vam fer simulacions del model de calci subcel-lular desenvolupat en
aquest projecte amb diferents nivells de concentracié mitjana de calci i del tampd de
calsequestrina (CSQ). S’‘observa que quan la carrega de calci augmenta, el sistema
comenca a mostrar espontaniament ones de calci. Aquestes ones persisteixen en el
temps amb formes i duracions diferents, tot donant lloc a una oscil-lacié gairebé
periodica en el senyal de calci global. Aproximadament, s'observa una ona de calci per
segon. Les ones s’inicien normalment en llocs diferents cada vegada, pero apareixen
sistematicament. En reduir la concentracié de CSQ, les oscil-lacions apareixen a valors
inferiors de concentracié mitjana total, tenen una freqiéncia més alta i el rang

d’oscil-lacions esdevé més ampli.
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Figures. A) Line-scan que mostra |'aparicié d’ones de calci periodiques. B) Periode mitja d’oscil-lacions a
diferents valors de la concentracié mitjana de calci cr, per a una concentracié de CSQ de BSQ = 2 mM
(punts verds) i en abséncia de CSQ (punts blaus).

2) Interrelacid entre la regulacio de la calor i els canals SK3 en el control de
I'activitat electrica auricular.

Hem efectuat un estudi dels diferents models existents per als canals SK3 i els seus
efectes per a la forma del potencial d’accié. El corrent es modelitza assumint una
dependéncia dhmica del voltatge de membrana i una porta d’activacié per als canals
SK, l'estat estacionari del qual presenta una dependéncia sigmoidal del calci
intracel-lular a I'espai subsarcolemmal. Hem introduit aquest corrent en quatre models
auriculars humans diferents i hem estudiat els canvis resultants en APD, homeostasi de
calci, etc., per a diferents valors dels parametres del corrent: conductancia maxima,

exponent de Hill d’activacid, concentracié mitjana d’activacié i temps d’activacié. El



corrent de potassi activat per calci, Ikca, té el seu efecte esperat de disminuir la durada
del potencial d’accié (APD), pero aquesta reduccid només es pot apreciar a freqiéncies
majors a 1 Hz. Els resultats obtinguts amb el model de Lugo et al. mostren una gran
dependéncia del corrent Ixca amb la seva conductivitat i el tipus de dinamica de la
porta. Un canvi en la sensibilitat al calci dels canals, en canviar la constant d’activacio
de Ca?*, Kkca, també mostra dos régims diferents. Amb Kkca per sobre de ~500 nM,
reduir la sensibilitat del canal (augmentar Kkca) no canvia gaire el valor de I’APD. Pel
contrari, disminuir-lo per sota d’aquest valor produeix una reduccié rapida de I’APD. En
introduir el corrent Ikca €n altres models auriculars, com Nygren, Courtemanche i

Grandi, hem observat que els efectes del corrent son qualitativament similars.

Després hem estudiat si la preséncia d’un fort corrent d’Ixca podria evitar els efectes
proarritmics (EAD, DAD) dels esdeveniments d‘alliberament espontani de calci (SCR).
Hem inclos SCR en les simulacions tot permetent I'obertura dels receptors de rianodina
en moments aleatoris. Hem comparat condicions similars amb i sense corrent d'Ikca i
s'observa que, de fet, els corrents d’Ikca redueixen |'efecte d’SCR en les
extradespolaritzacions. La presencia del corrent Ixca prevé les despolaritzacions
induides per SCR en una regid estreta de parametres, pero aixo sembla suficient per
reduir la possibilitat de despolaritzacions induides. No obstant aix0, no és clar si aquest
efecte protector prové del corrent mateix que contraresta |'efecte del bescanviador de
sodi i calci, o del canvi en el potencial de repds, que presumiblement afecta el periode

refractari.
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Figures. A) Esdeveniments de despolaritzacio en funcié del temps i la forga d'SCR, per a diferents valors
de la conductancia d’Ixca. B) Nombre de despolaritzacions en una simulacié amb 1.000 estimulacions i un
periode d’estimulacié de T = 1.000 ms, on es produeix un esdeveniment SCR en un moment triat a I'atzar
en cada periode d’estimulacié.



3) Modificacié del model de miocits auriculars per investigar com I'acoblament
electromecanic modifica lI'activitat electrica auricular.

Existeix evidéncia creixent del paper potencial de |'estres oxidatiu en la patogénesi de
la FA. La produccid excessiva d’espécies reactives d’oxigen (ROS) probablement esta
involucrada en la remodelacié estructural i electrica del cor. L'estirament auricular pot
augmentar la produccié de ROS i afectar la probabilitat d’obertura del RyR, tot donant
com a resultat I'aparicié d’alliberaments espontanis de calci i ones de calci. Hem
introduit aquest efecte modificant la descripcié del RyR2, de manera que la transicio
entre els seus diferents estats depén de la quantitat d’espécies reactives d’oxigen
(ROS). A més, considerem que el RyR pot estar en estats oxidats, amb una major
probabilitat d’obertura. Hem fet simulacions introduint aquest nou model per a
I'activacio del RyR en un model de calci. Trobem que un augment en el nivell de ROS
dona lloc a oscil-lacions espontanies de calci en una amplia gamma de parametres.
Posteriorment hem introduit aquesta descripcié de |'efecte de ROS en el model
subcel-lular desenvolupat en aquest projecte, amb la finalitat d’estudiar |'efecte d’un
augment en la produccié de ROS en la freqliiencia d'sparks i ones de calci espontanies.
Per donar compte de la produccid, difusié i degradacié de ROS, es van fer algunes
modificacions al model. Es va assumir que NOX2 produia ROS a una velocitat constant
en la membrana. El procés de difusié pel que fa a ROS es va establir amb la mateixa
constant de difusié que el Ca?*, perd també vam tenir en compte la degradacié amb
una taxa de 2-10°ms™!. Hem fet simulacions amb diferents magnituds de produccié de
ROS. Per a un valor basal baix de produccié de ROS (jros = 1030M Om ms™?) el
nombre observat d’sparks és baix. Per a valors creixents de la produccid, s’‘observa un
major nombre d’sparks, que també sén de més amplitud. Dels nostres resultats es
despren que el nombre d’sparks mostra una dependéncia de la concentracié de ROS de
la forma: Nsparks = @ + b log [ROS]. A més, quan la produccié de ROS augmenta dos

ordres de magnitud sobre el valor basal baix, apareixen ones de calci en la cél-lula.
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Figures. A) Model de vuit estats del RyR, incloent-hi els estats oxidats per ROS. Els quatre estats centrals
estan inactivats i els quatre inferiors sén els oxidats. Hi ha dos estats oberts, O i ORS. B) Regio

d’existéncia d’oscil-lacions en funcié de les concentracions citosoliques de Ca2* i ROS.

4) Introduccio de I'estructura subcel-lular en el model auricular. Estudi de les
condicions que donen lloc a esdeveniments locals d’alliberament de calci, ones
de calci i despolaritzacions de membrana.

Hem desenvolupat un model detallat de la cel-lula auricular, amb una discretitzacié a
escala submicrometrica, que ens permet estudiar |'efecte dels canvis en I'amplitud i la
distribucid dels clisters de RyR durant la FA, d’acord amb les dades experimentals

disponibles en aquesta escala. Per a aix0, hem seguit diversos passos, tot definint:

1. L'estructura interna de la cel-lula. Hem introduit la xarxa de tubuls transversals i
axials (TAT) i hem estudiat I'efecte de les variacions en la quantitat de tabuls t (TT) i
tubuls axials (AT).

2. La grandaria i la forma dels clusters de RyR. Hem incorporat al model un algoritme

per construir distribucions heterogenies de grandaries de clisters de RyR.

3. La dinamica d’activacié del RyR. Hem millorat els models existents d’activacié del

RyR mitjancant la identificacié dels mecanismes d‘inactivacié del RyR.

Posteriorment hem modificat el model de calci subcel-lular per tenir en compte les
condicions patologiques, com els canvis homeostatics o I’'estrés oxidatiu, explicats en
els punts anteriors. També hem tingut accés a dades experimentals del grup de Leif
Hove-Madsen, de I'Institut d’Investigacions Biomeédiques Barcelona, CSIC, Barcelona,
pel que fa a la distribucid subcel-lular dels nivells de CSQ i la fosforilacié de RyR en

miocits auriculars de pacients amb FA. Utilitzem el model de calci subcel-lular amb



algunes modificacions per incloure la modulacié de |I'obertura del RyR pel nivell de CSQ
i la fosforilacié del RyR2 observada en els experiments. La modelitzacié matematica
tenint en compte aquesta distribucié espacial de CSQ, RyR2 i fosforilacié mostra un
augment diferencial en els esdeveniments d’alliberament de calci al subsarcolemma
gue afavoreixen l'intercanvi de Na-Ca i, en conseqiiéncia, una major incidéncia i
amplitud dels corrents transitoris interns, la qual cosa es tradueix en una major

incidencia de DADs o APs espontanis, que poden afectar |'activitat eléctrica normal.

3. Rellevancia i possibles implicacions futures

Els resultats d’aquest projecte tindran un impacte en el coneixement dels mecanismes
subjacents de les arritmies cardiaques, i més especificament la fibril-lacié auricular
(FA). Una de les principals preguntes sobre la FA és com la remodelacié auricular que
I'acompanya afecta la recurréncia dels episodis de FA fins que es torna permanent. El
nou model auricular huma desenvolupat en aquest projecte pot ajudar a predir com les
alteracions estructurals i moleculars a nivell subcel-lular poden afectar I'homeostasi del
calci i I'activitat eléctrica espontania. En particular, en aquest projecte hem estudiat
I'impacte de diversos elements que es modifiquen durant la remodelacié (corrent de
potassi activada per calci, espécies oxidatives reactives, canvis en la fosforilacio i
concentracié de tampd de calsequestrina, etc.) i com aixo afecta el nombre
d'esdeveniments d‘alliberament espontani de calci, que poden provocar una
despolaritzacié retardada que pot interrompre |'activitat eléctrica normal. Per tant, els
models que hem desenvolupat es poden considerar models in silico, que poden usar-
se, en una primera etapa, per comprendre els diferents factors que afecten la FA o per

provar els efectes de nous tractaments farmacologics.
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A més, s’han presentat 10 comunicacions relacionades amb aquest projecte en

conferéncies i congressos.

Tesis doctorals i formacioé d’estudiants
Miquel Marchena presentara proximament la seva tesi doctoral centrada en I'estudi

d’aquest projecte. Miquel Marchena va ser contractat amb I’ajut concedit per la
Fundacié La Marato de TV3.

A més, s’han dirigit tres treballs de master: Miquel Marchena (2016), Nikolina
Krizanec (2017), David Conesa (2019) i dos treballs finals de grau: David Conesa
(2018) i Miquel Bosch (2019), associats a aquest projecte.
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