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Abstract

INTRODUCTION AND OBJECTIVES

Atrial fibrilation (AF) is the most prevalent arrhythmia and the main risk factor associated
with cerebrovascular events. Nowadays, pharmacological treatment of AF is clearly
suboptimal, mainly due to rapid changes (4 to 6 hours after the onset) in the electrical
properties of the atria (electrical remodelling) induced by the arrhythmia itself. This electrical
remodelling promotes the maintenance and recurrence of AF, and it is characterized by a
marked shortening of the atrial action potential (AP) duration (APD) and refractoriness as a
consequence of changes in Ca®" and K channel density.

At least three different types of right atrial cells have been identified on the basis of their
outward K repolarizing currents, and, consequently, on the morphology of their AP. This fact
shows the existence of intra-atrial heterogeneities in the repolarizing currents in physiological
conditions. However, up to date, all studies regarding electrical remodelling produced by AF,
considered the myocytes of the right atrium (RA) electrically identical, and no data were
provided on whether AF-induced electrical remodelling differentially affected diverse atrial
cell types.

Besides the intra-atrial differences, in humans, as in other species, several data point
towards the existence of interatrial dissimilarities in the repolarizing currents. Refractary
period is shorter in the left atrium (LA) than in the RA, and inward rectifier K" currents are
greater in the left than in the right atrial cells. Therefore, it could be possible that chronic AF-
induced electrical remodelling could differentially affect voltage-dependent K currents in
each atrium. However, studies comparing the voltage—dependent repolarizing currents in the
human RA and LA, as well as data regarding how AF-induced electrical remodelling affects
each atrium, are scarce or absent.

It has been proposed that B-adrenergic stimulation has profound influence in the genesis
and maintenance of AF. Moreover, previous data suggest that chronic AF is associated with
an enhancement of B-adrenoceptor effects on the depolarizing Ca*" current (lc,). However,
up to date, the effects of B-adrenoceptor stimulation on atrial repolarizing currents, as well as
the effects produced by B-adrenoceptor stimulation on the characteristics of the AP have not
been compared yet in myocytes from the RA and LA obtained from patients in sinus rhythm

(SR) and with chronic AF.
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Therefore, the objectives of the present Doctoral Thesis were:

1. To compare voltage-dependent K currents in enzymatically dissociated myocytes obtained

from the right (RAA) and the left (LAA) atrial appendages of patients in SR.

2. To determine the effects of chronic AF on voltage-dependent K" currents in enzymatically
dissociated myocytes from the RAA and the LAA obtained from patients with chronic AF and

to compare the results with those obtained in myocytes from patients in SR.

3. To determine the effects of B;-adrenoceptor stimulation on the transient outward (lyo;), the
ultrarapid (lkur or lgs) and the slow (lks) components of the delayed rectifier K" current, the
inward rectifier K" current (lx;) and on the lc, in enzymatically dissociated myocytes from

the RAA and the LAA of patients in SR.

4. To determine the effects of ;-adrenoceptor stimulation on the Iy, Ixur, lks and lx; and on
the lc,. in enzymatically dissociated myocytes from the RAA and the LAA of patients with

chronic AF and to compare the results with those obtained in myocytes from patients in SR.

5. To compare the effects of [;-adrenoceptor stimulation on the characteristics of the APs

registered in enzymatically dissociated myocytes of patients in SR and with chronic AF.

METHODS AND RESULTS

Currents and APs were recorded using the whole-cell patch clamp configuration in
enzymatically dissociated myocytes from the RAA and LAA of patients in SR and with
chronic AF undergoing cardiac surgery. Analysis of mRNA expression was performed either
by semiquantitative reverse-transcription PCR or by real-time quantitative PCR.

In SR, LAA and RAA myocytes were divided in three types according to the main
voltage-dependent repolarizing K current they exhibited at plateau potentials (lyo;-
predominant, lgs-predominant and intermediate). Chronic AF differentially modified the
proportion of these three cell types on each atrium. Chronic AF reduced l;,; more markedly in

the LAA than in the RAA. Therefore, an atrial right-to-left l;,; gradient was created by chronic
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AF. In contrast, Ix, was more markedly reduced in the RAA than in the LAA, thus abolishing
the atrial right-to-left Ik, gradient observed in SR. Importantly, in both atria, chronic AF
markedly increased lgs. This increase can critically contribute to the shortening of APD in
chronic AF patients.

Stimulation of B;-adrenoceptors with isoproterenol decreased both li,; and lg;. Chronic
AF significantly enhanced this inhibition, this effect being more marked in the LA than in the
RA. Furthermore, P;-adrenoceptor stimulation increased both Ic,. and Igs. Chronic AF
dramatically enhanced f;-adrenoceptor-mediated increase of lks, and also potentiated lcar
increase, in both cases, the effect being significantly greater in the LA. Conversely, Ik, was
insensitive to low isoproterenol concentrations.

As a consequence of chronic AF-induced atrial remodelling, stimulation of [3;-
adrenoceptor produced different effects on APD in SR and chronic AF myocytes. In SR
myocytes, isoproterenol lengthened APD, whereas in chronic AF myocytes it further
shortened it. Quantitative PCR revealed that chronic AF up-regulated [;-adrenoceptor

expression, preferentially in the LA.

CONCLUSIONS

We demonstrate that in SR there is intra-atrial heterogeneity in the repolarizing currents.
Chronic AF profoundly, but differentially, affects both atria, which promotes interatrial
differences. The results presented in this Doctoral Thesis are, to our knowledge, the first
electrophysiological demonstration of chronic AF-induced lgs increase, which could be
critical in chronic AF-induced shortening of APD and in the promotion of fibrillatory activity,
providing a putative new target for the treatment of AF.

We also demonstrate, for the first time, that chronic AF increases the effects of [3;-
adrenoceptor stimulation on human repolarizing currents preferentially in the LA. In chronic
AF cells, isoproterenol further shortens the APDgy as a consequence of the chronic AF-
induced up-regulation of B;-adrenoceptors and derangements in ion channels. Therefore, it
could be hypothesized that sympathetic stimulation further promotes reentry, thus favoring

AF maintenance.
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Abreviaturas

4-AP: 4-Aminopiridina

AC: Adenilato ciclasa

ACC: American College of Cardiology
ACh: Acetilcolina

AD: Auricula derecha

ADP: Adenosin bifosfato

AHA: American Heart Association

Al: Auricula izquierda

AKAP: Proteina de anclaje para la PKA
AMPc: Adenosin monofosfato ciclico
ARNm: Acido ribonucleico mensajero
ATP: Adenosin trifosfato

AV: Auriculo-ventricular

[Ca®'].;:: Concentracién extra/intracelular de Ca**

CaM: Calmodulina

CaMKII: Proteina cinasa II dependiente de Ca'/CaM

CEs,: Concentracion que produce la mitad del efecto

maximo observado
C..: Capacitancia de la membrana celular
C-terminal: Carboxilo-terminal
Cx: Conexinas
D: Dominio
DHP: 1,4-Dihidropiridinas
DIA: Dominio de interaccion o del canal de Ca®*
DIB: Dominio de interaccion p del canal de Ca**
DPA: Duracion del potencial de accion
DPA,: DPA medida al n % de la repolarizacion
DPP: Proteinas dipeptidilpeptidasas
DTX: Dendrotoxina
E: Potencial transmembrana
ECG: Electrocardiograma
Ex: Potencial de Nernst para el K
E..: Potencial de membrana
Ena: Potencial de Nernst para el Na”
ESC: European Society of Cardiology
F: Constante de Faraday (9.65x10* C/mol)
FA: Fibrilacion auricular

FAC: Fibrilacion auricular cronica

FV: Fibrilacion ventricular
AG: Energia de Gibbs
G: Conductancia
GMPc: Guanosin monofosfato ciclico
GRK: Cinasas de las proteinas G acopladas a
receptores
[H'];: Concentracion intracelular de protones
HCN: Canales activados por la hiperpolarizacion y
regulados por nucledtidos ciclicos (Hyperpolarization
activated Cyclic Nucleotide-gated channels)
HEK?293: Células embrionarias humanas de rifién
(Human Embrionic Kidney cells)
hERG: Human Ether-a-go-go Related Gene
HPTX: Toxina heteropoda
HTA: Hipertension arterial
HVA: High-Voltage Activated
I: Intensidad de corriente macroscopica
Ic,: Corriente de entrada de Ca?"
lcar/ lcat: lca generada por canales tipo L/tipo T
IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina
Iz Corriente hiperpolarizante marcapasos (funny
current)
lg;: Corriente de K con rectificacion interna
Ik acn: Corriente de salida de K" activada por ACh
Ix atp: Corriente de K sensible a ATP
Ikin: Corriente de K" generada por canales Kir2
Ix.: Corriente rectificadora tardia de K de activacion
rapida
Is: Corriente rectificadora tardia de K™ de activacion
lenta
Ixur: Corriente rectificadora tardia de K de activacion
ultrarrapida
Ina: Corriente de entrada de Na*
InoL: Corriente tardia de entrada de Na"
IMC: indice de masa corporal
INR: tiempo de protrombina segin el indice

internacional normalizado



Abreviaturas

[ion].;: Concentracion extra/intracelular del ion
IP;: 1,4,5- Inositol trifosfato

ISO: Isoproterenol

I1;: Corriente transitoria de entrada despolarizante
l,o1: Corriente transitoria de salida de K cardiaca
li2: Corriente transitoria de salida de Cl activada por
C a2+

I-V: Relacion intensidad de corriente-voltaje

k: Valor de la pendiente de la curva

[K']ei: Concentracién extra/intracelular de K
Kach: Canales de K" activados por ACh

Kca: Canales de K* activados por Ca®"

KChAP: K* Channel-Associated Protein

KChIP: Kv Channel Interacting Protein

Kir: Canales de K" rectificadores internos

Kv: Canales de K" dependientes de voltaje

LVA: Low-Voltage Activated

MAGUK: Guanilato-Cinasa asociada a membrana
minK: Minimal K* channel subunit

MiRP: MinK-Related Peptides

MLC-2: Cinasa de la cadena ligera de miosina
[Na']es: Concentracién extra/intracelular de Na*
NAB: N-terminal A and B box, también dominio T1
NBD: Dominios de union de nucledtidos

NCX: Intercambiador Na‘/Ca*"

ny: Coeficiente de Hill

NO: Oxido nitrico

N-terminal: Amino-terminal

NYHA: New York Heart Association

OAD: Orejuela auricular derecha

OALI: Orejuela auricular izquierda

Pion: Permeabilidad de la membrana a un determinado
ion

P,: Probabilidad de apertura del canal

PA: Potencial de accion

PaTX: Piroxotoxinas

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
(Polimerase Chain Reaction)

PCg: Proteina C reactiva

PDE: Fosfodiesterasa

PDZ: Post synaptic density, Discs large, and Zonula
occludens

PIP,: Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato

PKA: Proteina cinasa dependiente de AMPc

PKC: Proteina cinasa C

PKG: Proteina cinasa dependiente de GMPc

PKI: Proteina inhibidora de la PKA

PLC: Fosfolipasa C

PMA: Miristato-acetato de forbol (Phorbol Myristate
Acetate)

PR: Potencial de reposo

Q: Carga

R: Constante universal de los gases (8.31 J/mol-K)

RS: Ritmo sinusal

RyR2: Receptor/canal de rianodina tipo 2

SA: Senoauricular

SB: Sindrome de Brugada

SERCA: ATPasa del reticulo sarcoplasmico

SNAP: (£)-S-Nitroso-N-acetilpenicilamina

SJLN: Sindrome de Jervell y Lange-Nielsen

SNC: Sistema nervioso central

SNP: Sistema nervioso periférico

SQTC: Sindrome de QT corto

SQTL: Sindrome de QT largo

SRAA: Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
SRT: Sindrome de repolarizacion temprana

STAT:

Transcription

Signal Transducers and Activators of
SUR: Receptor de sulfonilureas

1: Constante de tiempo

T: Temperatura absoluta

TALK: TWIK-related ALkalosis-activated K* channels
TASK: TWIK-related Acid-Sensitive K* channels
TEA: Tetractilamonio

TGF-B;: Factor de crecimiento tisular 3;

THIK: Tandem pore domain Halothane Inhibited K*
channels

TM: Transmembrana (segmento)



Abreviaturas

TRAAK: TWIK-Related Arachidonic Acid-stimulated
K*channels

TREK: TWIK-RElated K* channels

TTX: Tetrodotoxina

TWIK: Tandem of P domains in Weak Inward rectifier
K*channels

V: Voltaje

VI: Ventriculo izquierdo

VP: Venas pulmonares
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1. ELECTROFISIOLOGIA CARDIACA

El corazén es un 6rgano que actia a modo de bomba, enviando sangre a los distintos
tejidos del organismo. Para llevar a cabo su funcién presenta tejidos especializados en los que
se generan automaticamente impulsos que se conducen de forma organizada y provocan la
contraccion periodica del miocardio. El corazoén estd formado por dos tipos de musculo: el
auricular y el ventricular, de los que depende su capacidad contractil, y las fibras del tejido
especializado de conduccion, encargadas de la transmision de los impulsos a través del

corazon.

Nodo SA

Auricula

Nodo AV

‘ Fibras de [

j‘i.\ Purkinje
&

Endocardio

Miocardio
medio

Septo
Vi Epicardio

VD

0.2 sec

QT

Figura 1. Representacion esquematica de la actividad eléctrica en el miocardio. Se observan los potenciales
de accion registrados en diversas zonas del tejido cardiaco y su correlacion con el electrocardiograma de
superficie. [Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005]

En condiciones fisiologicas, el impulso cardiaco nace en el nodo senoauricular (SA),

estructura que se localiza en la confluencia de la vena cava superior con la orejuela derecha y
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la pared lateral de la auricula derecha (Figura 1). El nodo SA genera unos 60-90 potenciales
de accion (PA) por minuto que se propagan sin disminucién de amplitud hasta que todas las
células cardiacas son excitadas. Desde el nodo SA, el impulso se propaga por todo el tejido
auricular a una velocidad de 0.3 m/s para, a continuacion, llegar al nodo auriculo-ventricular
(AV), unica via que permite la comunicacion eléctrica entre auriculas y ventriculos en
condiciones fisiologicas. En el nodo AV, el estimulo se ralentiza antes de pasar al ventriculo
(0.01-0.05 m/s). El impulso pasa después a las fibras de transicion y al sistema de His-
Purkinje, a través del cual se conduce muy rapidamente (2-4 m/s). El haz de His se bifurca en
una rama derecha y varias izquierdas, que acaban ramificandose profusamente en fibras de
Purkinje, desde donde la activacion se extiende por el musculo ventricular, empezando por el
septo medio izquierdo y la base de los musculos papilares y, de ahi, al resto de los ventriculos.
La rapida velocidad de conduccion intraventricular (0.3-4 m/s) tiene como misién permitir
que ambos ventriculos se contraigan de forma sincronica en un corto espacio de tiempo, algo
esencial para que se realice de forma eficaz la funcion de bomba (Hoffman y Cranefield,
1960; Delpén y Tamargo, 2010).

Para comprender este complejo mecanismo, que se repite con cada latido, es necesario
conocer algunas propiedades de las células cardiacas tales como la excitabilidad, el

automatismo, la refractariedad y la conduccion del impulso cardiaco.

1.1. Excitabilidad

La membrana citopldsmica es una barrera que separa dos medios acuosos de diferente
composicion. Esta diferencia en la composicion de ambos medios origina un gradiente de
concentracion que induce la difusion de moléculas desde el medio donde estan mas
concentradas hacia el medio en el que lo estan menos (Tabla 1). Termodindmicamente, la
difusion es un proceso que disminuye el orden del sistema (es decir, que aumenta su
entropia), lo que implica que la difusion libera energia. Nernst cuantificd esta energia como

una variacion de potencial eléctrico:
AG = —R-T-In([ion]./[ion];) (1)

donde AG es la energia de Gibbs liberada en el proceso de difusion, R es la constante
universal de los gases (8.31 J/mol-K), T es la temperatura absoluta y [ion]. € [ion]; son las

concentraciones extra e intracelulares del ion que difunde.
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, . ;. + ., . ., . .

Asi, si la membrana es unicamenente permeable al K', éste difundird desde el interior

(donde esta mas concentrado) hacia el exterior de la célula (donde esta menos concentrado),
. . , , . , . + .

por lo que el interior se tornard mas negativo, con lo que volvera a atraer iones K hacia el

interior de la célula. La energia de atraccion también puede cuantificarse:
AG =-EzF (2)

donde E es el potencial transmembrana, z es la valencia del ion en cuestion y F es la constante
de Faraday (9.65x10* C/mol). Con la salida progresiva de K de la célula, llega un punto en el
que el gradiente eléctrico se iguala al gradiente quimico (de concentraciéon) que causa la

difusion:
E-z:F = R-T'In([ion]./[ion];) 3)

Reordenando los términos de la igualdad, se obtiene la “ecuacion de Nernst” (Nernst,

1888):
E = (R-T/z-F)-In([ion]./[ion),) 4)

El potencial al que el flujo neto a través de la membrana de un ion es nulo recibe el

nombre de “potencial de equilibrio” (Tabla 1) y su valor viene dado por la ecuacion de

Nernst.
Ion [Ton], (mM) [Ton]; (mM) Potencial de equilibrio
Na' 135-145 12 +67
K* 3.5-5 155 -96
Cr 123 4.2 -90
Ca** 1.5 10" nM +129

Tabla 1. Concentraciones extra e intracelulares de los principales iones en condiciones fisiologicas. Los
potenciales de equilibrio para cada ion se han obtenido mediante la ecuacion de Nernst para una temperatura de
37°C.

La diferencia de potencial que existe a ambos lados de la membrana se denomina
potencial de membrana (£,,) y viene determinada por la concentracion de iones a uno y a otro
lado de la misma, asi como por la permeabilidad de la membrana a cada ion (Hoffman y
Cranefield, 1960). En condiciones normales, las células musculares auriculares y
ventriculares presentan un £y, de aproximadamente -85 mV, mientras que en las células de los
nodos SA y AV el E, es de entre -45 y -65 mV. En las células auriculares y ventriculares el

valor del E,, se mantiene constante si la célula no se estimula. A esta diferencia de potencial
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se le denomina “potencial de reposo” (PR) y esta determinado por el equilibrio entre la
capacidad de los distintos iones para atravesar la membrana a favor de su gradiente de
concentracion y el transporte activo de dichos iones en contra de su gradiente. Pero, ademas,
algunas células como las nerviosas y las musculares son excitables: son capaces de variar esta
diferencia de potencial generando impulsos eléctricos (o PA) en respuesta a un estimulo
mediante el intercambio de iones entre los medios intra y extracelular. En el miocardio, estos
impulsos se propagan para convertirse en el factor determinante de la contraccion ritmica del
corazon. El control del intercambio i6nico resulta ademds esencial para evitar una excesiva
presion osmotica debida a los cambios en la osmolaridad de ambos medios.

Si la membrana de las células cardiacas solo fuera permeable al K", el E, deberia alcanzar
un valor similar al del potencial de equilibrio para el K™ (Ex). Sin embargo, el valor del Ey, es
menos negativo que el del Ex debido a que la membrana es ademds permeable a otros iones.
Cuando una membrana es permeable a varios iones, el E,, depende de tres factores: la
polaridad de la carga eléctrica de cada ion, la permeabilidad de la membrana (P;.,) a cada ion
y la concentracion de estos iones a ambos lados de la membrana. Por tanto, la ecuacion que
define el £y, en las células permeables al Na', al Cl"y al K', denominada “ecuaciéon de campo
constante” o “ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz” (Goldman, 1943; Hodgkin y Katz, 1949),

€S

E :(Rlen (K'1.P; +[Na*],Py, +[Cl"],P) )

Fz ([K"), P +[Na" ], P, +[CI"].P,)

donde Pk, Py, y Pcr representan la permeabilidad de la membrana al K", al Na" y al CI,

respectivamente.
1.1.1. Transporte de iones a través de la membrana celular

.. + + , , .
En condiciones de reposo, el Na“ y el Ca*" estin mas concentrados en el medio

. + . , . . .
extracelular, mientras que el K y los aniones orgénicos son los que predominan en el medio
intracelular. El transporte de iones a través de la membrana se produce a favor de gradiente de
concentracion (sin gasto de energia) o en contra de gradiente (y, por lo tanto, con gasto
energético) y requiere de sistemas especializados de transporte como los canales i6nicos o las

proteinas transportadoras.
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Los canales i6nicos son proteinas transmembrana (TM) cuyas principales funciones son:

e Formar poros hidrofilos a través de los cuales los iones atraviesan la membrana a favor de
gradiente de concentracion y de potencial eléctrico (gradiente electroquimico), permitiendo el
paso de iones masivamente (hasta 10° iones/s) y generando una corriente ionica.

e Discriminar los iones que pasan a su través, gracias a un filtro de selectividad. El
mecanismo de selectividad se basa tanto en el tamafio del ion en su forma hidratada como en
su carga, de modo que ciertos residuos del canal se alinean en el poro e interaccionan con los
iones formando barreras termodinamicas que favorecen el paso de unos iones frente a otros.

e Controlar la permeabilidad de la membrana a cada ion mediante la transicion entre los
diferentes estados del canal. (abierto-conductor y cerrado e inactivo-no conductor). Los
cambios conformacionales de la proteina entre los distintos estados son lo que se denomina el
gating del canal y se producen de forma muy rapida (<10 us). Segtn el estimulo que origine
estos cambios conformacionales, los canales se clasifican en canales dependientes de voltaje
(dependen del Ey,), canales activados por ligando (el proceso de apertura y cierre depende de
la union de moduladores externos como hormonas o neurotransmisores) y canales operados
por segundos mensajeros (el gating esta regulado por factores intracelulares como el Ca®" o
subunidades de proteinas G). En el caso de los canales dependientes de voltaje, la proteina
presenta una serie de aminoacidos que se encuentran cargados a pH fisiologico y que se
mueven en un campo eléctrico muy limitado y confinado en la bicapa lipidica de la membrana
celular, originando unas corrientes que se denominan corrientes de gating (Armstrong y
Bezanilla, 1973; Armstrong, 1974) y cuya magnitud es muy pequeia, ya que en este proceso
se produce un desplazamiento de carga equivalente al movimiento lineal de =12-13
electrones (Schoppa y cols., 1992; Hirschberg y cols., 1995).

Las proteinas transportadoras facilitan el movimiento de pequenas moléculas a través de

la membrana. Estas proteinas s6lo pueden fijar una o unas pocas moléculas al mismo tiempo
para transferirlas al otro lado de la membrana, por lo que la velocidad de transporte es mas
lenta que la de los canales i6nicos (10°-10* moléculas/s). Dentro de este grupo se encuentran
proteinas como las bombas idnicas o los cotransportadores:
e Las bombas ionicas son enzimas de membrana que utilizan la energia liberada en la
hidrélisis del adenosin trifosfato (ATP) para transportar iones a través de la membrana en
contra de gradiente en un proceso denominado “transporte activo”. Debido a su mecanismo,
se denominan ATPasas.

e Los cotransportadores o intercambiadores, al igual que las bombas idnicas, trasladan
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moléculas en contra de su gradiente de concentracidon, aunque en este caso la energia que
alimenta el proceso procede de la difusion de otras moléculas, normalmente iones Na'. Si los
iones Na’ se mueven en la misma direccion que la molécula transportada se habla de un
cotransportador, mientras que si se mueven en direccidn contraria se habla de un
intercambiador. Posteriormente, las ATPasas se encargan de restaurar el gradiente de Na'. Por

este motivo, a este proceso se le denomina “transporte activo secundario”.

1.1.2. El Potencial de accidon

Las células cardiacas son excitables, es decir, cuando reciben un estimulo de intensidad
suficiente para superar el potencial umbral, generan una respuesta eléctrica o PA al que se
acopla la respuesta cardiaca. Por el contrario, cuando no se alcanza el potencial umbral, s6lo
se genera una respuesta local que no se propaga a las células colindantes: es un estimulo “todo
o nada”. El PA es un cambio transitorio en la polaridad de la membrana resultante de
multiples cambios secuenciales en la permeabilidad de la misma a los diferentes iones. La
entrada de cargas positivas en la célula produce la despolarizacion, con lo que el interior de la
célula va haciéndose mas positivo (en su valor maximo, el potencial puede alcanzar valores

cercanos a +40 mV), mientras que la salida de cargas positivas es responsable de la

repolarizacion.

Parametro PA Na'-dependiente PA Ca’*-dependiente

Corriente despolarizante en la fase 0 Ina Ica

Potencial de reposo (mV) -85a-90 -45 a -65

Velocidad de conduccion (m/s) 0.5-4 0.01-0.1

Amplitud del PA (mV) 100-130 40-85

Velocidad maxima de despolarizacion 200-1000 2-15

(mV/s)

Factor de seguridad Alto Bajo

Se abole por TTX, anestésicos locales, Verapamilo, diltiazem, DHP,
antiarritmicos grupo I Ni*", Co*", Mn*", La*"

Tabla 2. Caracteristicas de los PA rapidos y lentos. TTX: Tetrodotoxina. DHP: Dihidropiridinas.

En el corazén se registran PA de diversos tipos (Figura 1). En las células auriculares y
ventriculares y en las células del sistema de His-Purkinje la despolarizacién es debida a la
rapida entrada de iones de Na', mientras que en las células de los nodos SA y AV la
despolarizacioén es debida a la lenta entrada de iones de Ca®". Por lo tanto, en el corazén
+99

existen células que generan PA rapidos o “dependientes de Na

8

y células que generan PA
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lentos o “dependientes de Ca*™ (Tabla 2) (Coraboeuf y Otsuka, 1956; Beeler y Reuter, 1977;
Carmeliet y Vereecke, 1979).

1.1.2.a. PA réapidos o dependientes de Na"

Los PA rapidos o dependientes de Na' presentan 5 fases (Figura 2) (Hoffman y
Cranefield, 1960; Nattel, 2002; Delpon y Tamargo, 2010).

0 mv ©mms amt ammn ams wmme mms o wms s [ e wm o wms wimn s s wme = wms 2 5 £ e ¢ 5mm s P smms m Qe £ms £mims £ s ams wmmn wm s
Fase 3

<—I—>IK1
-85mV J .......... L =- Fase 4

Figura 2. PA auricular ripido o “dependiente de Na™. Representacion esquematica de las distintas fases del
PA, donde se representan las diversas corrientes iénicas de entrada y de salida implicadas en el mismo.

La fase 0 de rapida despolarizacion de las células miocardicas se debe a la apertura de los
canales de Na" dependientes de voltaje y, por lo tanto, a la activacion de la corriente réapida de
entrada de Na" (Ina), que desplaza el potencial de membrana desde sus valores en reposo (PR
~-85 mV) hasta valores positivos (=+30 mV). La activacion de la Iy, es un proceso muy
rapido (0.5-2 ms) y su inactivacion sigue una cinética biexponencial, con un componente
lento (/nar) que se prolonga durante varios cientos de ms y que contribuye al mantenimiento
de la fase 2 del PA. La magnitud de la /v, determina la amplitud, la velocidad maxima de
despolarizacion del PA vy, por lo tanto, la velocidad de conduccioén intracardiaca (Hondeghem,
1978; Walton y Fozzard, 1979; Hille, 2001). A continuaciéon, comienza la repolarizacion
celular, en la que se distinguen 3 fases.

La fase 1 de rapida repolarizacion es consecuencia de la inactivacion de la Iy, (paso del
canal a una conformaciéon no conductora) y de la activacion de dos corrientes de salida de K
dependientes de voltaje: a) la corriente transitoria (/01), que se activa e inactiva rapidamente y

que juega un papel fundamental en el control de la duracion del PA (DPA) sobre todo a nivel
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auricular y del epicardio ventricular (Boyett, 1981; Josephson y cols., 1984; Giles e Imaizumi,
1988; Shibata y cols., 1989) y b) el componente ultrarrapido de la corriente rectificadora
tardia, de répida activaciéon y lenta inactivacion (/ky), que es especificamente auricular
(Fedida y cols., 1993; Snyders y cols., 1993; Wang y cols., 1993).

La fase 2 (o fase de meseta) representa el delicado equilibrio entre dos corrientes de
entrada, la Ivor (Rudy, 1978; Saikawa y Carmeliet, 1982; Clarkson y cols., 1984; Gintant y
cols., 1984; Patlak y Ortiz, 1985) y la corriente de entrada de Ca®" tipo L (Jcar) (Nilius y
cols., 1985; Bean, 1989; Bers y Pérez-Reyes, 1999), y tres corrientes rectificadoras tardias de
salida de K" de activacion ultrarrapida, rapida y lenta (Ixy, Ixr © Iks, respectivamente)
(Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990 y 1991; Wang y cols., 1993 y 1994).

Durante la fase 3, la inactivacion de las corrientes de entrada provoca el predominio de las
corrientes repolarizantes de K" activadas durante la fase 2 y, como consecuencia, el Ey,
alcanza de nuevo el valor del PR. Ademas, durante esta fase se produce la salida de K a
través de canales que presentan rectificacion interna (/k;), lo que determina la fase final de la
repolarizacion (Carmeliet, 1993; Lopatin y Nichols, 2001). En las células auriculares, del
sistema His-Purkinje y en los nodos SA y AV, la acetilcolina (ACh) y la adenosina se unen a
sus respectivos receptores (muscarinico M, y de adenosina A, ambos acoplados a proteinas
G;) activando otra corriente que presenta rectificacion interna, la corriente de K" activada por
ACh (Ix ach) (Sakmann y cols., 1983). La activacion de la Ix ach en las células auriculares
hiperpolariza el E,, y acorta marcadamente la DPA (Shen y Kurachi, 1995; Pelleg y
Belardinelli, 1993).

La fase 4 del PA se inicia una vez que el potencial de la célula alcanza de nuevo su valor
de reposo y finaliza al comienzo del siguiente PA. En las células musculares auriculares y
ventriculares esta fase es isoeléctrica y, por lo tanto, el E,, se mantiene constante durante el
periodo comprendido entre el final de un PA y el comienzo del siguiente. El mantenimiento
del E,, en niveles constantes durante la fase 4 se debe principalmente a la Ix; (Carmeliet,
1993; Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010), aunque también participan la
activacion de la ATPasa dependiente de Na*y K y el intercambiador Na/Ca®" (NCX).

En la Figura 3 se muestran todas las corrientes implicadas en la génesis y en el
mantenimiento del PA cardiaco en células auriculares y ventriculares. Al comparar la
morfologia de los PA auriculares y ventriculares se observa que la DPA es mayor en células
ventriculares, lo que constituye un mecanismo protector que evita que las primeras puedan

responder a frecuencias auriculares muy rapidas o a una estimulacion prematura del corazon.

10
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Dentro del tejido auricular y ventricular se han identificado diferencias en la morfologia y en
la DPA (Figuras 1y 3), lo que ha sido atribuido a la diferencia de densidad y del tipo de canal

i6nico expresado.

Auricula Ventriculo
1 2

I
i

lto1 L
I

ltoz

Figura 3. Representacion esquematica de PA auriculares y ventriculares con las respectivas corrientes ionicas
que determinan su morfologia. /[Adaptada de Roberts, 2006]

Clasicamente, al menos dos tipos de PA han sido registrados en preparaciones de auricula
derecha AD humana: uno con un pico prominente de repolarizacion rapida, seguido por una
meseta y otro sin pico, y con una fase de meseta de mayor duracion (Trautwein y cols., 1962;
Gelband y cols., 1972). Mas recientemente, se han identificado 3 tipos celulares en AD
humana en cuanto a la morfologia de su PA. Las distintas morfologias se han asociado a
diferencias en las corrientes de K™ implicadas en la repolarizacion. (Figura 4) (Wang y cols.,

1993).
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20mV

LGOms

o —0mV

TIPO 1 TIPO 3

Figura 4. Caracterizacion de tres tipos de PA registrados en miocitos auriculares humanos. [Adaptada de Wang
ycols., 1993].

1.1.2.b. PA lentos o dependientes de Ca>"

Los PA dependientes de Ca>" se generan en las células de los nodos SA y AV, cuyo PR es
de = -55 mV) (Figura 5). A este potencial, la Iy, estd totalmente inactivada, por lo que la fase
0 de los PA en estas células se debe a la entrada de Ca*" a través de los canales de Ca*" tipo L.
También se generan PA dependientes de Ca®" en las células de los anillos de las valvulas
mitral y tricuspide y en células anormalmente despolarizadas (Reuter, 1973; Cranefield y

Aronson, 1975).

Potencial umbral

Figura 5. PA lento o “dependiente de Ca**”. Representacion esquematica de las distintas fases del PA,
donde se representan las diversas corrientes idnicas de enrada y de salida implicadas en el mismo.

La activacion de la /¢, 1. es mucho mas lenta que la de la In,, por lo que la amplitud de los
PA dependientes de Ca”>" es menor (=70-80 mV) y su propagacion mucho mas lenta (0,02-
0,05 m/s), lo que explica su denominacion de PA lentos (Isenberg y Klockner, 1982; Noble,

1984). La fase 2 (de meseta) se debe a un equilibrio entre la inactivacion de la Ic,p y la
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activacion de la Ik, y la fase 3 (de rapida repolarizacion) se debe a la activacion de las

corrientes de K rectificadoras tardias.
1.2. Automatismo

Aunque todos los miocitos cardiacos son excitables y responden a los estimulos eléctricos
generando PA, algunos, ademas, presentan actividad automadtica intrinseca, es decir, son
capaces de generar PA de forma espontdnea. En condiciones fisioldgicas, las células de los
nodos SA y AV, de los tractos internodales auriculares y del sistema especializado de
conduccion His-Purkinje presentan actividad automatica, careciendo de ella las células
musculares auriculares y ventriculares (Hoffman y Cranefield, 1960). Los PA generados en
estas estructuras presentan una fase 4 de lenta despolarizacion diastdlica que desplaza el nivel
del E\, hasta el nivel de potencial umbral y cuando éste se alcanza, se genera un nuevo PA
propagado. La frecuencia de disparo de una célula automatica depende del potencial
diastolico maximo, del nivel de potencial umbral y de la pendiente de la fase 4 de lenta
despolarizacion diastolica (Figura 5).

Una caracteristica de las células automaticas dependientes de Na™ es que cuando son
estimuladas a una frecuencia mayor a la suya, tanto la inclinacién de la fase 4 como la
frecuencia de disparo disminuyen. Esta caracteristica se denomina “supresiéon por
sobreestimulacion” (Hoffman y Cranefield, 1960). En condiciones fisiologicas, las células del
nodo SA generan PA a mayor frecuencia que las restantes células automaticas (60-80
latidos/min frente a =15 latidos/min), por lo que actian como marcapasos dominante y
determinan la frecuencia cardiaca, mientras que las demdés células automaticas actian como
“marcapasos latentes o subsidiarios”.

El mecanismo responsable de la fase 4 de lenta despolarizacion diastélica varia en los
distintos tejidos cardiacos automaticos. En las células del sistema His-Purkinje esta fase se
debe a la activacion mantenida de la corriente hiperpolarizante marcapasos o “funny current”
(Iy), una corriente de entrada de Na' y K’ generada a través de canales activados por la
hiperpolarizacion y regulados por nucleoétidos ciclicos (canales HCN, hyperpolarization-
activated cyclic nucleotide-gated), y a la reduccion de la Ik previamente activada durante la
fase 3 del PA. La I se activa durante la fase 3 cuando el £y, se hace mas negativo de -50 mV
(DiFrancesco, 2006; Baruscotti y cols., 2010). En las células de los nodos SA y AV, cuando
el E,, alcanza valores de -50 mV se activa, ademas de la I, la corriente de entrada de Ca*" a

través de los canales tipo T (/cat1), 10 que acelera la fase final de la despolarizacion diastdlica
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(Irisawa y Hagiwara, 1988). Finalmente, cuando se alcanza el potencial umbral, se activa la

Ica1, que es la corriente responsable de la fase 0 del PA en estas células.

1.3. Refractariedad

Desde hace mas de 150 afios se sabe que el corazon requiere cierto tiempo para recuperar
la excitabilidad tras un primer estimulo, tiempo que se conoce como “periodo refractario”
(Bowditch, 1871).

En las células que generan PA dependientes de Na’, el periodo refractario viene
determinado por la cinética de reactivacion de la Iy,. Los canales de Na® permanecen en
estado de reposo durante la diastole (fase 4), se abren durante la fase 0 del PA y, a
continuacion, pasan a un estado inactivo no conductor en el que permanecen hasta que la
repolarizacién alcanza valores mas negativos de -50 mV. Dado que el estado inactivo no
permite la entrada de Na', la aplicacion de un estimulo durante las fases 1 y 2 y el comienzo
de la fase 3 es incapaz de generar una respuesta propagada. Al periodo de tiempo durante el
que la célula cardiaca es incapaz de generar un PA y permanece inexcitable se le denomina
“periodo refractario absoluto” (Weidmann, 1955; Hoffman y Cranefield, 1960; Hondeghem y
Katzung, 1977). Conforme el E,, se repolariza entre -50 y -90 mV, cierta proporcioén de los
canales de Na' pasan del estado inactivo al estado de reposo y, por lo tanto, la aplicacion de
un estimulo eléctrico es capaz de generar una respuesta. Esta respuesta tendra menor amplitud
y se conducirda mas lentamente. Por lo tanto, existe un periodo de tiempo durante el cual la
célula es excitable, pero en el que aun no ha recuperado la excitabilidad completamente.
Durante este periodo de tiempo, denominado “periodo refractario efectivo”, un estimulo
supraumbral puede producir una respuesta local, pero no un PA propagado (Hoffman y
Cranefield, 1960). Al periodo refractario efectivo le sigue otro periodo de tiempo durante el
cual un estimulo es capaz de inducir la génesis de un PA propagado, denominado “periodo
refractario relativo”. A este nivel, la Iy, todavia no se ha reactivado por completo, por lo que
si en este momento se genera un PA prematuro, éste va a presentar menor amplitud y una
duracién mas corta que un PA generado cuando la célula se ha repolarizado y recuperado por
completo su excitabilidad. La duracion del periodo refractario cardiaco determina la maxima
frecuencia de estimulacion cardiaca y varia con la DPA. Las células auriculares presentan una

menor duracion del PA y del periodo refractario que las ventriculares (=200 ms en las

primeras frente a los #300 ms de las segundas), lo que explica por qué la frecuencia de las
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arritmias supraventriculares es mayor que la de las ventriculares. El periodo refractario
protege al corazon de aquellas situaciones en las que la frecuencia es muy rapida, y en las que,
por tanto, se impide la relajacion completa del musculo cardiaco, disminuyendo su funcion de
bomba.

En los nodos SA y AV, la fase 0 del PA es debida a la activacion de la Ic, 1, corriente que
presenta una constante de tiempo de reactivacion de entre 100 y 300 ms (Gettes y Reuter,
1974; Bers y Pérez-Reyes, 1999). Por ello, no es posible generar un nuevo PA propagado
incluso hasta después de que la célula se haya repolarizado por completo, es decir, que el
periodo refractario efectivo se prolonga mas alla de la DPA. A este fendmeno se le denomina

“refractariedad posrepolarizacion” (Trautwein y Uchizono, 1963).

1.4. Propagacion del impulso cardiaco

La propagacion del impuso cardiaco es un fenomeno complejo que depende no sélo del
tipo, tamafo, orientacion y geometria de las células cardiacas, sino también de las
propiedades activas y pasivas de la membrana. Las propiedades activas estan determinadas
por los mecanismos i6nicos dependientes de voltaje y de tiempo que controlan la
excitabilidad y la refractariedad. Por otro lado, la conduccion del impulso cardiaco dependera
del acoplamiento intercelular y de las propiedades de cable de la membrana (resistencia y
capacitancia), esto es, de las propiedades pasivas de la membrana.

Biofisicamente, la membrana es un elemento dieléctrico que aisla dos medios
conductores. Sin embargo, este aislamiento no es perfecto, ya que existen mecanismos de
transporte de iones, por lo que la resistencia al paso de cargas que ofrece la membrana ante
una diferencia de potencial es finita y mesurable. Ademas, el dieléctrico (en este caso, los
fosfolipidos de la membrana) que aisla los medios extra e intracelular estd sometido a una
diferencia de potencial en la membrana, por lo que atrae cargas a las proximidades de la
membrana (los aniones del citosol seran atraidos por el exterior positivo y los cationes del
medio extracelular son atraidos por el interior negativo). En estas condiciones, la membrana

estd acumulando carga segtn la ecuacion:
Q=Ey - Cy (6)

donde Q es la carga acumulada y Cy, la capacitancia de la membrana, que depende de las

propiedades dieléctricas de la bicapa lipidica y de la geometria de la membrana. La Cy,
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impone un retraso en la variacion del voltaje y en la propagacion del estimulo, ya que
cualquier variacion en el £y, debe vencer primero la carga acumulada en la membrana.

Los miocitos cardiacos estdn unidos entre si por los discos intercalares, que permiten el
acoplamiento eléctrico, y por los desmosomas, uniones especializadas que facilitan el
acoplamiento contractil. Estas uniones permiten que el miocardio funcione como un sincitio
funcional. Este acoplamiento se realiza a través de uniones de baja resistencia (1-3 Q-cm?,
unas 700 veces menor que la de la resistencia externa de la membrana), a las que se denomina
“uniones estrechas” (gap junctions). En condiciones fisiologicas, la resistencia longitudinal o
intracelular, determinada por las uniones estrechas y el citoplasma, es minima, lo que permite

un acoplamiento célula-célula que facilita la propagacion sincronica del impulso cardiaco.

+30 mV N R

omv STTINII I N IRLIRTIRIIIIE O

'85 mV I

e iy S ——

Miocitos

cardiacos [ -85 mV +30 mV -85 mV
:>. Sentido de la conduccion

Figura 6. Representacion esquematica de la propagacion del impulso cardiaco

El impulso cardiaco se genera en el nodo SA y se propaga de forma electrotonica a las
células excitables vecinas, desplazando su nivel de E,, hasta el nivel de potencial de
membrana de la célula vecina ya excitada. Cuando esto sucede, se genera un nuevo PA, que a
su vez despolarizara electrotonicamente las células vecinas hasta el nivel de potencial umbral
produciendo la génesis de un nuevo PA y asi sucesivamente (Figura 6). La capacidad del PA
propagado para desplazar el PR de una célula adyacente hasta el potencial umbral y generar
un nuevo PA se denomina “factor de seguridad”. Cuanto mayor sea la amplitud de la v, que
genera el PA, mayor serd la velocidad de conduccién con que éste se conducira por el
miocardio y, por lo tanto, mayor sera el factor de seguridad de propagacion del impulso
cardiaco. Por el contrario, en todas aquellas situaciones en las que la Iy, esté parcialmente
inhibida, en aquellas células que generen PA dependientes de Ca®’, o tras la estimulacion
prematura, el factor de seguridad de propagacion del impulso serd menor (Delpén y

Tamargo, 2010). El bloqueo de la conduccidon en cualquiera de estas situaciones propicia la
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aparicion de arritmias por reentrada.

Una vez que los impulsos salen del nodo SA, se propagan con rapidez a toda la auricula,
produciendo la sistole auricular. A su paso a través del nodo AV, la propagacion se ralentiza,
lo que permite que la contraccion auricular impulse la sangre hacia los ventriculos,
optimizando el gasto cardiaco y reduciendo la posibilidad de que queden remanentes
sanguineos en la auricula. Una vez que los impulsos salen del nodo AV, entran en el sistema
de conduccion, donde la propagacion es mds rapida, permitiendo finalmente la contraccion
ventricular coordinada.

La actividad eléctrica cardiaca tiene su reflejo en el electrocardiograma (ECG),
exisitiendo una relacion entre los intervalos del ECG y las secuencias de activacion y
repolarizacion. La activacion auricular (fase 0 de los PAs) corresponde a la onda P, y la
ventricular, al complejo QRS, cuya duracion es inversamente proporcional a la velocidad de
conduccion intraventricular. El intervalo PR refleja el tiempo de conduccién a través del nodo
AV, el haz de His y sus ramas, y se prolonga cuando disminuye la velocidad de conduccion
en dichas estructuras. La duracién del intervalo QT refleja el tiempo de repolarizacion

ventricular (Figura 1).

2. CANALES IONICOS DEPENDIENTES DE VOLTAJE IMPLICADOS EN EL PA
CARDIACO

2.1. Canales de Na*

Los canales de Na' dependientes de voltaje son fundamentales en la génesis y
propagacion de la sefial eléctrica en tejidos excitables como el corazon, el musculo
esquelético o el sistema nervioso (Hodgkin y Huxley, 1952a y b; Catterall, 2000; Yu y
Catterall, 2003; George, 2005).

El canal de Na' presenta, al menos, tres estados conformacionales: reposo, activo e
inactivo. Durante la diéstole, el canal se encuentra en estado de reposo y la probabilidad de
que se abra es extremadamente baja. La despolarizacion de la membrana produce un cambio
conformacional en la estructura del canal que causa su apertura durante 1-2 ms, generandose
una corriente rapida de entrada de Na'. A continuacién, el canal se inactiva rapidamente, lo

que produce el cese de la entrada de Na" (Catterall, 2000; Yu y Catterall, 2003). El paso desde
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el estado inactivo hasta el estado de reposo se denomina “reactivacion del canal” y es un
proceso necesario para que el canal pueda volver a abrirse. En situacion fisiologica, esta
transicion tiene lugar durante los primeros 50-100 ms de la didstole por lo que, considerando
que en ritmo sinusal (RS) el intervalo diastdlico es de entre 500 y 700 ms, cuando llega el
siguiente latido la mayoria de los canales ya estin en estado de reposo y, por lo tanto,
preparados para volver a abrirse (Catterall, 2000; Yu y Catterall, 2003). Ademas, el canal de
Na" es la diana farmacoldgica de los anestésicos locales y de los formacos antiarritmicos del
grupo I que, a las concentraciones empleadas en terapéutica, se unen con mayor afinidad a los

estados abierto e inactivo del mismo (Catterall, 2000; Yu y Catterall, 2003).

2.1.1. Estructura de los canales de Na"

Los canales de Na' dependientes de voltaje estin compuestos por una subunidad
conductora a (de la que se han caracterizado 12 isoformas) y una o varias subunidades
accesorias B (B1 a Bs) (Figura 7 y Tabla 3) (Catterall, 2000; Goldin, 2002; Catterall y cols.,
2005a; George, 2005; Abriel, 2010).

Subunidad o Subunidad p

Gen Proteina Cromosoma  Tejido Gen Proteina Cromosoma Tejido
SCNI1A Navl.1* (o) 2q24 SNC SCNIB  NavBl.1* (B)) 19q11 SNC
SCN2A Navl.2 (ay) 2q23 SNC SCN2B  Navp2.1* (B,) 1124 SNC
SCN3A Navl.3* (03) 2q24 SNC SCN3B  Navf3.1* (B3) 11g26 SNC
SCN4A Nav1.4* (oy) 17921 ME SCN4B  Navf4.1 (Bs) 1124 SNC
SCNSA Navl.5* (as) 3p21 MC
SCN6A Nav2.1* (0) 2q21-23 Utero
SCN7A 07 2q36-37 SNC
SCNSA Nav1.6* (og) 2ql3 SNC
SCNOA Navl.7 2q24 T
SCN10A Navl.8 3p22 SNP
SCNI11A Navl.9 3p21 SNC
SCN12A 3p23-21.3 SNC

Tabla 3. Subunidades que forman el canal de Na* en el hombre. *Subunidades que se expresan en el
corazon. MC: Musculo cardiaco. ME: Musculo esquelético. SNC: Sistema nervioso central. SNP: Sistema
nervioso periférico. T: Tiroides. [Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005]
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e Subunidad a

Las subunidades o de los canales de Na™ pertenecen a una pequefia familia de proteinas
con una secuencia aminoacidica altamente conservada que se expresan en diferentes tejidos y
que codifican canales cuyas propiedades no son idénticas (Goldin, 2002).

El gen SCNS5SA codifica la subunidad o Navl.5, responsable de la In, cardiaca. Esta
subunidad estd formada por 4 dominios homoélogos (DI a DIV), con 6 segmentos TM
dispuestos en a-hélice cada uno (S1 a S6). Los segmentos de cada dominio se conectan
mediante secuencias hidrofilicas no conservadas. El lazo que une los segmentos S5 y S6,
denominado “lazo P”, es extracelular y forma parte del poro i6nico. Los extremos carboxilo-
y amino-terminal (C- y N-terminal, respectivamente) y los lazos de union entre los diferentes

dominios son intracelulares (Goldin, 2002; Yu y Catterall, 2003) (Figura 7)

Figura 7. Estructura del canal de Na*. Esquema de las subunidades a y p del canal de Na“. En la subunidad a,
se indica el sensor de voltaje, el filtro de selectividad y los diferentes dominios (DI a DIV). En el recuadro
inferior se muestra la estructura del canal plegado en la conformacién que adopta en la membrana. [Adaptada de
Meisler y Kearney, 2005]

En la mebrana la proteina del canal de Na orienta sus cuatro dominios de forma simétrica
de manera que los S5 y S6 junto con los lazos P forman las paredes del poro hidréfilo. Los
S1-S4 de los cuatro dominios quedan apartados del poro, rodeados por los fosfolipidos de la
membrana. Clasicamente se ha considerado que el S4 queda, a su vez, rodeado por el resto de
segmentos TM (Figura 7). La mayor parte de los residuos que forman los S5 y S6 de los 4
dominios son hidréfobos. Por su parte, los S4 presentan un residuo cargado (Arg o Lys) cada
tres aminodcidos, formando una hélice de cargas positivas en la membrana. En total, 22

aminoacidos cargados positivamente (cuatro cargas positivas en el DI, cinco en los DIl y DIII
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y ocho en el DIV) que aparecen conservados en todas las isoformas del canal de Na" y que
actuan como ‘“‘sensor de voltaje” (Stiihmer y cols., 1989). La teoria mas aceptada acerca del
sensor de voltaje es que los S4 se mueven fisicamente a través de la membrana desde el
interior hacia el exterior en respuesta a la despolarizacion, exponiendo al exterior dos cargas
positivas que se encontraban previamente ocultas en el interior de la membrana (Yang y cols.,
1996; Bezanilla, 2000 y 2002). Cuatro de los residuos presentes en los lazos P forman un
anillo que se denomina “locus DEKA”: Asp en DI, Glu en DII, Lys en DIIl y Ala en DIV.
Esta estructura determina la conductancia y la selectividad iénica del canal al Na", asi como la
unién de toxinas (Noda y cols., 1989; Terlau y cols., 1991). La sustitucion de estos cuatro
aminoacidos por residuos de Glu (que son los aminodcidos presentes en las posiciones
analogas en el canal de Ca®") convierte los canales de Na™ en selectivos para el Ca®’

(Heinemann y cols., 1992).

¢ Subunidades auxiliares

Las principales subunidades reguladoras del canal de Na' son las subunidades B, de las
que en la actualidad se conocen 4 isoformas (; a B4) (Tabla 3) (Morgan y cols., 2000; Goldin,
2002). Son proteinas con un unico dominio TM, un extremo N-terminal extracelular y un
extremo C-terminal intracelular y presentan una secuencia tipo inmunoglobulina que las
diferencia del resto de subunidades accesorias (Isom y Catterall, 1996). Estas subunidades no
forman parte del poro conductor del canal, pero regulan el gating del mismo, su expresion en
la membrana y la unién con otras moléculas de la matriz extracelular y del citoesqueleto
(Isom y Catterall, 1996).

Su implicacién en la regulacion del canal de Na' cardiaco no esta clara todavia, aunque
mutaciones en cada una de las cuatro subunidades auxiliares han sido relacionadas con
diferentes sindromes arritmogénicos (Abriel, 2010). Ademas, la presencia de la subunidad
Navp1.1 disminuye la afinidad de anestésicos locales y farmacos antiarritmicos del grupo I

por la subunidad a Nav1.5 (Balser y cols., 1996; Makielski y cols., 1996; Balser, 2001).

2.1.2. Caracteristicas de la Ina

La In, es la responsable de la fase 0 de los PA generados en las células musculares
auriculares y ventriculares y en el sistema de His-Purkinje (Brown y cols., 1981; Fozzard y

cols., 1985). La despolarizacién inicia un cambio conformacional que produce la apertura del
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canal de Na" (Hirschberg y cols., 1995; Yang y Horn, 1995). La Iy, alcanza un pico maximo
en 0.5-2 ms, y, a continuacion, se inactiva de forma répida (Figura 8). El umbral de activacion
de la corriente se encuentra en -60 mV y alcanza su valor maximo entre -30 y -20 mV
(Hodgkin y Huxley, 1952a y b; Armstrong, 1981). La inactivacion no solo cierra el canal,
sino que impide la reapertura del mismo hasta que haya pasado el tiempo suficiente para su
recuperacion, determinando asi la frecuencia maxima de excitacion celular y preservando el

gradiente i6nico intracelular, lo que impide la muerte celular.

50 ms

A —— B

Figura 8. Registros de In,. (A) Trazos de Iy, registrados en miocitos ventriculares humanos tras la aplicacion
de pulsos de 50 ms a potenciales entre -60 y +70 mV desde un potencial de fijacion de -100 mV. (B) I,
registrada en nuestro laboratorio en células CHO transfectadas de forma transitoria con la subunidad o Navl.5 y
la subunidad 1 tras la aplicacion de pulsos de 50 ms a potenciales desde -80 hasta +70 mV desde un potencial
de fijacion de -120 mV [Adaptada de Miiller-Ehmsen y cols., 1999 (A)]

La inactivacion de la Iy, cardiaca sigue un proceso biexponencial, presentando un
componente rapido y uno lento (Rudy, 1978; Saikawa y Carmeliet, 1982; Clarkson y cols.,
1984; Patlak y Ortiz, 1985; Balser, 2001). La rapidez de la activacion y la inactivacion sugiere
que ambos procesos podrian estar acoplados (Aldrich y cols., 1983; Catterall, 2000; Balser,
2001; Ulbritch, 2005). Incluso, el canal puede pasar al estado inactivo sin haber pasado por el
estado abierto (“inactivacion del estado cerrado) (Horn y cols., 1981). Se ha demostrado que
la “inactivacion rapida” depende de tres residuos hidrofébicos presentes en el lazo DIII-DIV,
la “secuencia IFM” (Ile1488, Phel489 y Met1490) (Eaholtz y cols., 1994). Ademas, el
extremo C-terminal participa en la estabilizacion de esta inactivacion, disminuyendo la
probabilidad de reapertura (Mantegazza y cols., 2001; Cormier y cols., 2002; Motoike y cols.,
2004). La “inactivacion lenta” es un proceso que se prolonga durante varios cientos de ms y

que es responsable del control de la entrada de Na" durante la fase de meseta del PA cardiaco,
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contribuyendo de este modo al mantenimiento de dicha fase (Clarkson y cols., 1984;
Carmeliet, 1987; Fozzard y cols., 1987; Balser, 2001). La inactivacion lenta disminuye al
aumentar la concentracion extracelular de Na™ (Oxford y Yeh, 1985) y parece estar regulada

por un complicado mecanismo en el que estdn involucrados los cuatro dominios del canal

(O’Reilly y cols., 1999; Vilin y cols., 1999).
2.1.3. Canalopatias asociadas a los canales de Na" cardiacos

La importancia de los canales de Na" se pone de manifiesto por la existencia de diferentes
enfermedades causadas por mutaciones en los genes que los codifican, y que afectan a la
funcioén nerviosa o a la del musculo esquelético y/o cardiaco (Cannon y cols., 1991; Wallace y
cols., 1998; George, 2005; Zimmer y Surber 2008; Abriel, 2010).

A nivel cardiaco, las mutaciones en el gen que codifica la subunidad Nav1.5 (SCN5A) se
han relacionado con la aparicion de arritmias ventriculares en pacientes con sindrome de QT
largo (SQTL) tipo 3, sindrome de Brugada (SB) tipo 1, fibrilacion auricular (FA) familiar tipo
3, defectos en la conduccion intracardiaca, sindrome del nodo enfermo, sindrome de
repolarizacién temprana (SRT) tipo 6 y muerte subita en recién nacidos (Wang y cols., 1995a;
Chen y cols., 1998; Schott y cols., 1999; Wei y cols., 1999; Schwartz y cols., 2000;Veldkamp
y cols., 2000; Tan y cols., 2001; Grant y cols., 2002; Darbar y cols., 2008; Amin y cols.,
2010; Wilde y Brugada, 2011 ). Mutaciones en los genes que codifican las subunidades 3;
(SCNBI), B3 (SCNB3) y B4 (SCNB4) estan implicadas en el SB tipo 5 y tipo 7 y en el SQTL

tipo 10, respectivamente (Cerrone y Priori, 2011).
2.2. Canales de Ca**

Los canales de Ca®" dependientes de voltaje permiten la entrada de Ca®" en respuesta a la
despolarizacion de la membrana y son esenciales para acoplar las sefiales eléctricas en la
superficie celular con la respuesta fisiologica a nivel celular (Nilius y cols., 1985; Bean,
1989). Inicialmente, los canales de Ca’" dependientes de voltaje se clasificaron segun la
magnitud de la despolarizacion requerida para su activacion: los que requerian una fuerte
despolarizacion (HVA, High Voltage Activated) y los que requerian una despolarizacion
menor (LVA, Low Voltage Activated). Los canales LVA son los que hoy en dia se conocen

como canales de Ca®" tipo T, que se activan rapidamente a Ey, ~-50 mV y que se inactivan
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también rapidamente (Catterall y cols., 2005b; Nerbonne y Kass, 2005). Los canales HVA se
abren cuando se despolariza la membrana hasta ~-30 mV y su inactivacion puede prolongarse
hasta 100 ms. Estos canales presentan diferentes propiedades cinéticas, biofisicas y
farmacologicas y, hasta el momento, se han identificado 5 subtipos (L, N, P, Q y R). Sin
embargo, en el miocardio humano sélo se ha demostrado la presencia de los canales de Ca*"
tipo L y tipo T.

Los canales tipo L se localizan principalmente en los tubulos T de la membrana, préximos
y enfrentados a los receptores de rianodina del reticulo sarcoplasmico (RyR2). La entrada de
Ca®" a través de canales tipo L promueve la apertura de los RyR2 con la consiguiente salida
de Ca*' desde el mismo. Es decir, que la Ic,. provoca la “liberacion de Ca’" inducida por
Ca*™ y con ello dispara la respuesta contractil de los miocitos cardiacos. A su vez, la Ic,.
determina a nivel eléctrico la fase de meseta del PA. Por su parte, los canales tipo T se
localizan principalmente en las células auriculares y en las células del nodo SA y en las fibras
de Purkinje, mientras que su presencia en las células ventriculares es minima (Mitra y Morad,

1986; Hagiwara y cols., 1988; Bean, 1989; Yuan y cols., 1996).

2.2.1. Estructura de los canales de Ca*"

Los canales de Ca*" dependientes de voltaje son heterotetrameros compuestos por las
subunidades a,;, By 0,/3, y, en algunos tejidos, la subunidad y (Bodi y cols., 2005; Catterall y
cols., 2005b; Nerbonne y Kass, 2005). Hasta ahora, se han identificado los genes que
codifican la expresion de 10 subunidades a,; (Catterall y cols., 2005b), 4 subunidades B, 4
complejos 0,/0 y 8 subunidades y (Tabla 4), aunque, a nivel cardiaco, s6lo se ha demostrado
la existencia de las subunidades reguladoras B y 0,/0. Los diferentes tipos de corriente de
entrada de Ca*" (Ica) se definen en funcion de la subunidad a; que forma el canal, mientras
que las subunidades reguladoras a,/d, B y vy modulan su trafico a la membrana y/o las
propiedades biofisicas de la corriente (Figura 9) (Bodi y cols., 2005; Catterall y cols., 2005b;
Nerbonne y Kass, 2005).
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Figura 9. Estructura del canal de Ca®" tipo L. /Adaptada de Bodi y cols., 2005]

e Subunidad a

La familia Cavl codifica las subunidades a; de los canales de Ca*" tipo L, siendo la
Cavl.2 (aic) la que se expresa predominantemente en el corazoén (Bodi y cols., 2005). La
familia Cav2 codifica las subunidades a; de los canales tipo P/Q, N y R, que se encuentran
mayoritariamente en el cerebro, y la familia Cav3 codifica las subunidades a; de los canales
tipo T (Tabla 4) (Pérez-Reyes, 2003). Los canales de Ca®" presentan una gran homologia
estructural con los canales de Na™ dependientes de voltaje. Las subunidades a; presentan 4
dominios homologos (DI a DIV), cada uno compuesto por 6 segmentos TM en a-hélice (S1 a
S6) (Figura 9). El canal de Ca®" presenta 4 cargas positivas en los S4 de cada dominio, dando
lugar al sensor de voltaje. Estos residuos cargados estan altamente conservados en todas las
familias de canales de Ca*". Como en los canales de Na”, el lazo P que une los S5y S6 de los
cuatro dominios contribuye a formar el poro del canal. Cada uno de los lazos P de los cuatro
dominios contiene un residuo de Glu (“locus EEEE”). Estos residuos forman una zona de alta
afinidad por el Ca®" que conforma el filtro de selectividad del canal (Mikala y cols., 1993;

Klockner y cols., 1996; Koch y cols., 2000).
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Subunidad o, Subunidades [ reguladoras
Proteina Gen Cromosoma lca Proteina Gen Cromosoma
Caval Cavll(as) CACNAILS 1931-32 L | CavB B CACNBI 17q11.2
C?;}C)z* CACNAIC  12p133 L By CACNB2  10pl2
Cavl3(ap) CACNAID 3pl4.3 L B CACNB3 12q12
Cavl4 (0;r) CACNAIF Xpll1.23 L B4 CACNB4 2q23
Cava, "
/5 0/0 CACNA2D1 7ql1.2
Cava2  Cav2.l(ws) CACNAIA 19p13 l())/ a/d,*  CACNA2D2 3pl4
Cav2.2 (m;5) CACNAIB 9q34 N /03  CACNA2D3 3pl3
C*(‘;f;* CACNAIE  1q2531 R w/5; CACNA2D4  12pl3
Cavy Y1 CACNGI 17926
Cav3.1*
Cavo3 (10) CACNAIG 17921 T V2 CACNG2 22ql13
C*(‘;fH)z* CACNAIH  16pl33 T Vs CACNG3 16p12
Cav3.3 (a;) CACNAII 22ql13 T Ya CACNG4 17926
Ys CACNGS5 17q26
Y6 CACNG6 19q13.4
Y7 CACNG7 19q13.4
s CACNG8 19q13.4

Tabla 4. Proteinas que forman los canales de Ca’* dependientes de voltaje humanos. * Subunidades que se
expresan en el corazon. [Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005]

e Subunidad

Las subunidades B son proteinas citosolicas que se ensamblan con las subunidades o,
mediante un dominio de interaccion  (DIB) que se une al dominio de interaccion a (DIA) de
la subunidad a; (Figura 8) (De Waard y cols., 1994; Pragnell y cols. 1994). Estas subunidades
regulan la expresion en la membrana de los canales de Ca®" HVA (Bichet y cols., 2000).
Ademas, modulan las propiedades biofisicas del canal (Jangsangthong y cols., 2010) e
intervienen en la regulacion por pH (Schuhmann y cols., 1997) o por receptores [3-
adrenérgicos (Mikala y cols., 1998). Otro posible papel de las subunidades 3 es intervenir en
el proceso de “facilitacion” de la Ic,1 (Cens y cols., 1996; Buraei y Yang, 2010). La
facilitacion produce un aumento de la densidad de corriente y una ralentizacion de la
inactivacion tras la fosforilacion del canal por la proteina quinasa II dependiente de

Ca**/Calmodulina (CaMKII) (Sculptoreanu y cols., 1993; Yang y cols., 2003).
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¢ Subunidad o,/0

El complejo a,/3 esta formado por la unién de la subunidad extracelular o, y la subunidad
transmembrana 6 mediante un puente disulfuro (Figura 9). La funcion del complejo o,/8 varia
segun las subunidades o, y B con las que interacciona, aunque se ha sugerido que el dominio 6
interviene en los cambios cinéticos mientras que el domino a, es responsable del aumento de

la expresion del canal en la membrana (Hofmann y cols., 1994; Mori y cols. 1996).

e Subunidad y
La subunidad y es una proteina con cuatro dominios TM y extremos N- y C-terminales
intracelulares de la que existen al menos 8 isoformas, aunque ninguna de ellas se expresa en

tejido cardiaco (Kang y Campbell, 2003).
2.2.2. Caracteristicas de la Ic, .

La Ic,L registrada en miocitos cardiacos presenta un potencial umbral de activacion de
alrededor de -30 mV y alcanza su maxima amplitud a potenciales entre 0 y +10 mV. La
activacion y la inactivacion son relativamente lentas, alcanzandose el pico maximo al cabo de
1-5 ms (Figura 10).

La inactivacion de la corriente es un proceso que depende del voltaje y de la
concentracién intracelular de Ca®" ([Ca®'];)) (Kass y Sanguinetti, 1984; Lee y cols., 1985;
Zhang y cols., 1994). En los canales de Ca", los procesos de inactivacion y de recuperacién
de la inactivacion estan regulados por cambios estructurales en diferentes partes de la
subunidad a;, incluyendo el poro, los lazos intracelulares y el extremo C-terminal. Ademas, se
ha comprobado que también participan interacciones con proteinas intracelulares y
subunidades auxiliares como la subunidad . La inactivacién debida a altas [Ca®]; representa
un mecanismo de retroalimentacién negativo de gran importancia (Brehm y Eckert, 1978) en
el que estan implicados un motivo de union a calmodulina (CaM) (el “motivo 1Q”), un motivo
en “mano EF” y los péptidos A y C que se encuentran en el extremo C-terminal del canal
(Figura 8) (Zuhlke y cols., 1999; Peterson y cols., 2000). Asi, tras la despolarizacion y la
entrada de Ca®", la [Ca®"]; aumenta hasta el rango micromolar, lo que hace que el Ca®" se una
a la CaM asociada al canal y se promueva la inactivacion. En la inactivacion dependiente de

voltaje, el lazo DI-DII actiia como particula bloqueante del canal (Kim y cols., 2004a).
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Figura 10. Registros de lc, 1. (A) I, registrada en miocitos auriculares humanos disociados enzimaticamente
en nuestro laboratorio tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior. (B) Corriente de Ca**
registrada en nuestro laboratorio tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior. La corriente
fue registrada en células CHO transfectadas de forma transitoria con las subunidades Caval.2, Cavf, y Cavay/d.

2.2.3. Composicion de los canales que generan la I,

Los miembros de la familia Cav1 codifican las subunidades o, de los canales de Ca*" tipo
L, siendo la Cavl.2 (a;c) la que se expresa predominantemente en el corazén (Bodi y cols.,
2005). Se han identificado tres variantes de la isoforma Cavl.2 (Cavl.2a-c), de las que la
Cavl.2a es la isoforma cardiaca especifica. Ademas, en el corazén estos canales presentan dos
tipos de subunidades auxiliares, las subunidades B y a/8 (Tabla 4). El canal de Ca*" tipo L es
una importante diana farmacologica para el tratamiento de diversas patologias. Los fairmacos
que inhiben la Ic,1 (denominados “antagonistas del Ca”") estan indicados en el tratamiento
de diversas patologias como angina de pecho, hipertension arterial (HTA), vasculopatias
periféricas, algunas taquiarritmias supraventriculares y como protectores renales y cardiacos.
Los antagonistas del Ca®" se dividen estructuralmente en 3 grupos: las DHP (como el
nifedipino), las bencilalquilaminas (como el verapamilo) y las benzotiazepinas (como el
diltiazem). Todos ellos tienen su sitio de unidén en el poro del canal (Hering y cols., 1996;

Hockerman y cols., 1995; Schuster y cols., 1996; He y cols., 1997; Hockerman y cols., 1997).
2.2.4. Canalopatias asociadas al canal de Ca®" tipo L

La canalopatia mas importante que se ha identificado es la causada por la mutacion
Gly406Arg en el gen que codifica la subunidad Cavl.2 (CACNAI1C), que se ha relacionado
con la aparicion de sindrome de Timothy (SQTL tipo 8) (Splawski y cols., 2004; Bidaud y
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Lori, 2011). Esta mutacion produce un aumento en la amplitud de la /c,1. como consecuencia
de la separacion de la union entre las subunidades a; y B y se manifiesta con alteraciones
multiorganicas que afectan al miocardio (prolongacion del intervalo QT y arritmias graves e
incluso letales), inmunodeficiencia y autismo, debido a la amplia distribucion de la subunidad
Cavl.2 (Splawski y cols., 2004).

Se han descrito otras mutaciones en los genes que codifican la subunidad a Cavl.2
(Antzelevitch y cols., 2007), y las subunidades auxiliares Cav32b (Cordeiro y cols., 2009) y
Cavo,/8; (Burashnikov y cols., 2010) que reducen la entrada de Ca®" durante la fase de meseta
del PA y que se han relacionado con la aparicion de SB (tipos 3 y 4), SRT (tipos 2-4) y SQTC
(tipos 4-6) (Cerrone y Priori, 2011).

2.3. Canales de K*

Los canales de K constituyen el grupo mas heterogéneo de proteinas de membrana. Se
distribuyen ubicuamente a lo largo de toda la escala filogenética y estdn presentes
practicamente en todas las células, donde juegan un importante papel, por ejemplo, en el
mantenimiento del PR celular, el control de la frecuencia de disparo de las células
automaticas, la liberacion de neurotransmisores, la secrecion de insulina, la excitabilidad
celular, el transporte de electrolitos por las células epiteliales o la regulacion de la contraccion
del musculo liso esquelético y cardiaco (Tabla 5).

A nivel cardiaco, los canales de K" juegan un papel fundamental en el PA, ya que
permiten la salida de K" de la célula, lo que conduce a la repolarizacion celular. Las cinéticas
de activacion e inactivacion de cada canal determinan su participacion en el control de la
repolarizacion: los canales que se activan rapidamente intervienen en la repolarizacion
durante las primeras fases del PA, mientras que los canales que generan corrientes
rectificadoras tardias que se activan lentamente participan fundamentalmente en la
repolarizacion durante la fase 3. Los canales de K presentan una distribucion heterogénea en
funcién del tejido (auricula frente a ventriculo) e incluso dentro de un mismo tejido
(endocardio frente a epicardio). La heterogeneidad en los tipos y en la distribucion de los
canales de K* determina la diferencia en la morfologia de los PA de las distintas regiones del
corazén (Figura 1). Ademas, la expresion y las propiedades de los canales de K' también

pueden verse modificadas por farmacos, hormonas y diferentes patologias.
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El estudio electrofisiologico del mutante Shaker de la mosca del vinagre (Drosophila
melanogaster), denominado asi por el aleteo constante que se observaba en estas moscas al
ser anestesiadas con éter, permitio la clonacion y secuenciacion del primer canal de K™ (Jan y
cols., 1983). Desde entonces, el desarrollo de las técnicas de biologia molecular ha permitido
identificar mas de 200 genes que codifican canales de K™ (Coetzee y cols., 1999; Snyders,

1999; Tamargo y cols., 2004b; Gutman y cols., 2005; Li y Dong, 2010).

Corriente Subunidad o Subunidad $
Proteina Gen Locus Proteina Gen Locus
k1 Kir2.1 (IRK1) KCNIJ2 17q23.1-24.2
Kir2.2 (IRK2) KCNJ12 17p11.1
Kir2.3 (IRK3) KCNJ4 22q13.10
lk.ach Kir3.1 (GIRK1) KCNJ3 2q24.1
Kir3.4 (GIRK4) KCNIJS 11q24
Ik AP Kir6.2 (BIR) KCNIJ11 11pl5.1 SUR2A ABCC9 12p12.1
Ksp Kypl.1 (TWIK-1) KCNK1 1q42-43
Kyp2.1 (TREK-1) KCNK2 1g41
K,p3.1 (TASK-1) KCNK3 2p24.1-23.3
K,p5.1 (TASK-2) KCNKS5 6p21
Kyp6.1 (TWIK-2) KCNK6 19q13-1
K,p9.1 (TASK-3) KCNK9 8q24-3
K,p10.1 (TREK-1) KCNKI10 14931

Kopl3.1 (THIK-1) KCNKI13  14q24.1-24.3
Kopl7.1 (TASK-4) KCNK17  6p21.1-2
Lot Kv4.3 KCND3 11pl15.1 KChIP2  KCNIP2 10925
DPPX DPP6 7936.2-36.3
MiRP1 KCNE2 21q22.12
MiRP2 KCNE3 11q13-q14

Kvl.4 KCNA4  11pl43-152 | KvBl ~ KCNABI 3q25
KvB2  KCNAB2 1p36.3
Kv4.1 KCNDI Xpl1.23 KChIPI ~ KCNIP1 5q35
Kv4.2 KCND2 7931 KChIP2  KCNIP2 10925
I ur Kvl.5 KCNAS 12p13.3 KvBl  KCNABI 325
KvB2  KCNAB2 1p36.3
Ik Kv7.1 (KCNQI)  KCNQI 11p15.5 minK KCNEl  21q22.1-q22.2
lr Kv11.1 (kERG)  KCNH2 7935-36 minK KCNEl  21q22.1-q22.2
MiRP1 KCNE2 21q22.1

Tabla 5. Subunidades a y p de los canales que generan las diferentes corrientes de K™ cardiacas humanas.
Entre paréntesis, nombre alternativo de algunas de las proteinas. [Adaptada de Tamargo y cols., 2004b]
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Los canales de K' se clasifican de acuerdo al nimero de segmentos TM y de poros que
presentan (Figura 10):
e Canales formados por 2 segmentos TM y 1 poro (2TM/1P) (canales de K rectificadores
internos o canales Kir).
e Canales formados por 4 segmentos TM y 2 poros (4TM/2P) (canales K2p).
e Canales formados por 6 segmentos TM y 1 poro (6TM/1P) (canales de K™ dependientes de
voltaje o canales Kv). Incluye también a los canales de K" activados por Ca®", que presentan
un segmento TM adicional (S0) en el extremo N-terminal (canales BKCa).

e Canales formados por 8 segmentos TM y 2 poros (8§TM/2P), s6lo encontrados en levaduras.

Figura 11. Topologia de la subunidad o de los cuatro grandes grupos de canales de K'. (A) Canales
2TM/1P. (B) Canales 4TM/2P (C) Canales 6TM/1P (D) Canales 8STM/2P. [Adaptadas de Choe, 2002]

2.3.1. Canales 2TM/1P

Los canales 2TM/1P o canales Kir, desempefan varias funciones importantes como el
control de la sefializacion neuronal, la frecuencia cardiaca o la liberacion de insulina. Desde
un punto de vista evolutivo, los canales 2TM/1P son los mas antiguos y su estructura recuerda
a los S5 y S6 de los canales Kv. Sin embargo, los canales Kir carecen de una estructura
semejante al aparato sensor de voltaje de los canales Kv (S1 a S4).

Tras el clonaje de los primeros canales Kir (Ho y cols., 1993; Kubo y cols., 1993a y b), se
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han identificado muchas mas proteinas pertenecientes a esta familia de canales. Actualmente,
la familia de canales Kir se compone de 7 subfamilias (Kirl a Kir7) (Tabla 6), con distintas
propiedades, diferente distribucion y mas o menos bien definidas funciones fisiologicas para
cada una de ellas (Kubo y cols., 2005). Estas subfamilias se pueden clasificar en cuatro
grupos: los canales que participan en el mantenimiento del PR (Kir2), los canales acoplados a
proteinas G (Kir3), los canales sensibles a ATP (Kir6) y los canales transportadores de K"

(Kirl, Kir4 y Kir7).

Familia Corriente Proteina Gen Cromosoma Localizacion
Kirl (ROMK) Kirl.1-1.3 KCNIJ1 17925 Rifién, corazon,
pancreas
Kir2 (IRK) Kir2.1 KCNIJ2 17q23.1-24.2 Corazoén, SNC, ME,
ML, pulmén, placenta,
” rifién
Kir2.2 KCNIJ12 17p11.1 Corazon
Kir2.3 KCNJ4 22ql3.10 Corazon, SNC, ME
Kir2.4 KCNJ14 19q13.1-13.3 Corazon, SNC, retina
Kir3 (GIRK) Kir3.1 KCNJ3 2q24.1 Corazon, cerebelo
Kir3.2 KCNJ6 21q22.13-22.2 Corazén, pancreas
Tg.acn Kir3.3 KCNJ9 1q21-23 SNC
Kir3.4 KCNIJ5 11q24 Corazon, pancreas
Kir4 (BIR10) Kir4.1 KCNIJ10 1q22-q2 Glia
Kir4.2 KCNIJ15 21q22.2 Rifién, pulmoén, SNC
Kir5 Kir5.1 KCNIJ16 17q23.1-24.2 SNC, SNP
Kiré I aTp Kir6.1 KCNIJ8 12p11.23 Heterogénea
Kir6.2 KCNIJ11 11p15.1 Heterogénea
Kir7 Kir7.1 KCNIJ13 2q37 SNC, rifion, tiroides

Tabla 6. Familias de canales de K 2TM/1P en mamiferos. ME: Misculo esquelético. ML: Musculo liso.
SNC: Sistema nervioso central. SNP: Sistema nervioso periférico.

2.3.1.a. La rectificacion interna en los canales Kir

Los canales i6nicos se pueden considerar como resistencias eléctricas situadas en la
membrana plasmatica que permiten el paso de cargas en forma de iones entre dos
compartimentos (los medios intra y extracelular) (Dhamoon y Jalife, 2005). Las resistencias,
que son independientes del tiempo y del voltaje, tienen una relacion corriente-voltaje (relacion

I-V) lineal que se describe mediante la ley de Ohm (conductancia 6hmica):

Voltaje = Intensidad - Resistencia (7
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La conductancia (G) es la inversa de la resistencia, y frecuentemente se usa para describir
las propiedas biofisicas del canal. Al contrario de lo que predice la Ley de Ohm, la
rectificacion interna se puede describir como una relacion I-V no lineal donde aparece una
reduccion muy marcada y dependiente de voltaje de la amplitud de la corriente conforme se
produce la despolarizaciéon de la membrana. Como resultado los canales de K que presentan
rectificacion interna generan una corriente de entrada de gran amplitud a potenciales mas
negativos del Ex, mientras que a potenciales mas positivos generan una corriente de salida de

amplitud mucho menor (Figura 12).

A I,'l B Potencial de membrana (mV)
10.2
: L A 00 %
-140 -60 20 ® - »
s 170 02
§ 1 mM [K*], 0.4 §
Retcet::::acién 1-05 E—’ 4mM [K"'] gl_;
-—- (.!:l;nductancia g ° 106 g
6hmica g— "0.8 %
1.0

+
Potencial de membrana (mV) 10 mM [K'].

Figura 12. Caracteristicas de la rectificacion interna en la lk;. (A) Relacion I-V de la corriente I;p;. Se
muestra la corriente esperada si el comportamiento del canal siguiese la ley de Ohm (linea punteada). (B)
Efectos de la [K'], sobre la Ikin.i. [Adapatadas de Dhamoon y Jalife, 2005 (A) y Gémez ycols., 2009 (B)]

Todos los canales Kir presentan una relacion I-V con rectificacion interna, pero existen
grandes diferencias en cuanto al grado de rectificacion, regulacion y distribucion (Tabla 6).
Las subfamilias Kir2 y Kir3 son las que presentan corrientes con una rectificacion interna mas
marcada (los canales que se han denominado como “muy rectificadores”), similares a las
originalmente descritas por Katz en musculo esquelético (Katz, 1949).

La rectificacion interna que presentan los canales Kir se atribuye al bloqueo dependiente
de voltaje del poro del canal por cationes enddogenos (Matsuda y cols., 1987; Vandenberg,
1987), y en particular por poliaminas intracelulares como la espermina, la espermidina y la
putrescina (Ficker y cols., 1994; Lopatin y cols., 1994). El bloqueo por Mg intracelular
también participa en el proceso de rectificacion interna.

Otra propiedad de estas corrientes es que presentan dependencia de la concentracion
extracelular de K™ ([K'].). En concreto, un aumento de la [K']. produce un aumento de la
probabilidad de apertura del canal y el desplazamiento hacia potenciales més positivos de la

relacion I-V (en paralelo al desplazamiento del Ex).
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También se ha descrito que el fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP,) es capaz de modular
todos los canales Kir tanto en células nativas como en sistemas de expresion heterdlogos
(Logothetis y cols., 2007; Lopes y cols., 2007; Cheng y cols., 2011). Se ha demostrado que
las interacciones entre el PIP, y el canal Kir2.1 producen un aumento de la probabilidad de
apertura de los mismos, favoreciendo la estabilizacion del canal en el estado abierto y
facilitando las transiciones desde el estado cerrado hacia el abierto (Xie y cols., 2008),
mediante la interaccion con residuos del canal situados en su mayoria en la parte superior del
dominio citoplasmico (la mas proxima a la cara interna de la membrana plasmatica) y en la
slide helix (Lopes y cols., 2002; Logothetis y cols., 2007). Por ello, se ha propuesto que el
PIP, modula los canales Kir interaccionando con los extremos N- y C-terminales de los
mismos, aproximando el dominio intracelular a la cara citopldsmica de la membrana y
facilitando la apertura del canal (Figura 13) (Logothetis y cols., 2007). Recientemente,
nuestro grupo ha descrito que la flecainida, un antiarritmico de clase Ic, aumenta
selectivamente la /Ix; generada por homotetrameros de Kir2.1 uniéndose a la Cys311, residuo
inmediatamente anterior a la Arg312, que modula las interacciones entre el PIP2 y el canal

(Caballero y cols., 2010).

2.3.1.b. Estructura de los canales Kir

En 1998 se describid por primera vez la estructura cristalografica mediante difraccion con
rayos X de un canal de K', el canal bacteriano KcsA (Doyle y cols., 1998). Gracias a este
estudio y a las cristalizaciones posteriores de otros canales 2TM/1P tanto bacterianos, MthK
(Jiang y cols., 2002a y 2002b) y KirBac (Kuo y cols., 2003), como de mamiferos, Kir3.1
(Nishida y MacKinnon, 2002) y Kir2.2 (Tao y cols., 2009), se ha podido avanzar en el
conocimiento de los aspectos fundamentales de la estructura y del funcionamiento de estos
canales de K.

Los canales Kir estan formados por cuatro subunidades 2TM/1P que se disponen
simétricamente alrededor de un poro central (Figura 13). Cada subunidad consta de dos
hélices a (M1 y M2) conectadas por una secuencia de 30 aminoacidos (lazo P) en la que se
encuentra el filtro de selectividad del canal (Doyle y cols., 1998). Esta region esta formado
por una secuencia de aminoacidos (T-X-G-Y(F)-G) muy conservada en todos los canales de
K" (K" channel signature). Cabe destacar que estos canales carecen del aparato sensor del

voltaje que si poseen los canales de Na*, Ca*" y K sensibles a voltaje. El dominio N-terminal
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y el voluminoso dominio C-terminal son citoplasmaticos. En el extremo amino terminal
aparece una estructura de o-hélice (slide helix) que se dispone paralela a la membrana
plasmatica y que controla el movimiento de apertura del canal (Doyle y cols., 1998; Kuo y
cols., 2003; Hibino y cols., 2010). La longitud del dominio citoplasmatico de los canales Kir
es, al menos, la misma que la de la porcion transmembrana (Figural3), lo que hace que estos
canales presenten un poro i6nico con una longitud total (poro citoplasmatico + poro
transmembrana) que es aproximadamente el doble de la de otros canales de K™ (=60 A)
(Nishida y MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005; Hibino y cols., 2010). Ademas, este
dominio citoplasmdtico se encuentra formando un tetrdmero relativamente polar y con una
carga neta negativa que explicaria ciertas caracteristicas de la rectificacion interna de estos

canales.

Filtro de
selectividad

transmembrana

Slide helix

Poro
citoplasmico

INTRACELULAR

Figura 13. Canales 2TM/1P. (A) Estructura del canal Kcs4 en una vision lateral del tetramero. (B) Estructura
cristalizada del canal MthK en el estado abierto (a la izquierda) y modelo hipotético de su configuracion cerrada
(a la derecha). (C) Estructura del dominio intracelular del canal Kir3.1 en una vision superior (desde la
membrana hacia el citoplasma) (panel superior) y en una vision lateral (panel inferior). (D) Modelo de la
estructura de dos de las subunidades que forman los canales Kir2 basado en la estructura cristalografica del
canal bacteriano KirBacl.1. Se pueden distinguir la slide helix (en rosa), los segmentos M1 y M2 (en verde y
amarillo, respectivamente), el lazo P (en azul) y el dominio citopldsmico (en rojo). [Adaptadas de Doyle y cols.,
1998 (A), Jiang y cols., 2002a (B), Nishida y MacKinnon, 2002 (C) y Kuo y cols., 2003 (D)]

34



Introduccion

2.3.1.c. Principales corrientes cardiacas generadas a través de canales Kir

Dentro de la familia de canales Kir, las subfamilias Kir2, Kir3 y Kir6 son las que se
expresan en el tejido cardiaco: los canales Kir2 participan en la formacion de los canales que
generan la Ix; (Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010), las subunidades Kir3.1
y Kir3.4 (pertenecientes al grupo de canales acoplados a proteinas G) forman el canal que
genera la Ik ach, responsable de los efectos cronotrdpicos e inotropicos negativos observados
tras la estimulacion vagal (Yamada y cols., 1998; Stanfield y cols., 2002), y las subunidades
Kir6 heteromerizan con el receptor de sulfonilureas (SUR) para formar los canales que
generan la corriente sensible a ATP (/k atp), responsable del acortamiento de la DPA que

aparece durante la isquemia cardiaca (Nichols y cols., 1996; Seino y Miki, 2003).

1 La Iy

La corriente rectificadora interna Ix; es responsable de la fase final de la repolarizacion y
del mantenimiento del PR auricular y ventricular (Nichols y cols., 1996; Lopatin y Nichols,
2001). Se han descrito mutaciones en los genes que codifican la expresion de las proteinas
que forman los canales que generan la /x; humana y que conducen a la pérdida o a la ganancia
de funcién de los mismos. La pérdida de funcion disminuye la Ix; produciendo sindrome de
Andersen, que a nivel electrofisioldgico se caracteriza por la prolongacion del QT (SQTL tipo
VII). Por el contrario, la ganancia de funcidon aumenta la Ix; provocando sindrome de QT
corto tipo III (SQTC tipo III). Ambos sindromes, y en particular el SQTC, cursan con
arritmias ventriculares graves y potencialmente mortales (Miake y cols., 2003; Zaritsky y

cols., y 2001; McLerie y Lopatin, 2003).

La. Caracteristicas de la Ix;

A potenciales mas negativos que el PR, la /Ik; presenta una conductancia mucho mayor
que cualquier otra corriente, por lo que es la corriente encargada de fijar el PR cerca del Ex.
Posteriormente, cuando se produce la despolarizacion, los canales se mantienen cerrados
durante toda la fase de meseta y se abren a potenciales mas negativos que -20 mV, por lo que
la Ix; contribuye también de esta forma a la parte final de la fase 3 de la repolarizacion

(Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010).
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Tal y como hemos visto, las distintas morfologias del PA registradas en el corazon se
deben a la diferente expresion de las corrientes ionicas, incluida la /x; (Schram y cols., 2002).
La Ik, es practicamente inexistente en células del nodo SA, lo que le permite mantener un PR
relativamente despolarizado (-50 mV) y que éste no se mantenga estable durante la fase 4
(Schram y cols., 2002). Sin embargo, la Ix; estd presente tanto en la auricula como en el
ventriculo aunque presenta diferencias significativas, ya que la corriente registrada en
miocitos ventriculares es entre 6-10 veces mayor que la auricular, lo que permite mantener el
PR mas hiperpolarizado y una mas rapida repolarizacion durante la fase 3 en el ventriculo

(Lopatin y Nichols, 2001; Dhamoon y Jalife, 2005).

A 20 mV B +20 mV
-80 mV -60 mV
-100 mV -120 mV
50 ms 50 ms
S —
—
o

1nA

E

Figura 14. Registros de lg;. (A) Familia de trazos de la Ix; registrada en miocitos auriculares humanos en
nuestro laboratorio tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior. (B) Corriente de K'
rectificadora interna registrada en células CHO transfectadas de forma transitoria con la subunidad Kir2.1.

Al aplicar un pulso hiperpolarizante la /x; alcanza un pico méximo de corriente con una
“cinética de activacion” muy rapida (1-2 ms) para, a continuacion, disminuir ligeramente a
durante la aplicacion del pulso, hasta alcanzar un nivel estable de corriente (Figura 14). A
potenciales mas negativos que el Ex, se registra una corriente de entrada de K' de gran
amplitud, mientras que a potenciales mas positivos que el Ex, se registra una corriente de
salida de K™ de pequefa amplitud. Ademas, conforme el potencial aplicado se va haciendo
mas positivo, la amplitud de esta corriente de salida disminuye hasta hacerse cero debido al

fenomeno de rectificacion interna (Figura 14).
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Lb. Composicion de los canales que generan la Ik,

Hasta la fecha se han clonado 4 miembros de la familia Kir2 (Kir2.1 a Kir2.4) en
mamiferos, aunque la expresion de los canales Kir2.4 en el corazon es minima (solamente se
ha demostrado su presencia en las células nerviosas que inervan el miocardio) y parece
localizarse preferentemente en sistema nervioso central (Liu y cols., 2001), lo que sefiala a los
otros tres miembros de la familia como los canales responsables de la /x; cardiaca. Se ha
demostrado que la composicion de los canales que generan la Ix; varia segun la especie y el
tipo celular estudiado y segun la localizacion en la membrana de dichos canales (Zaritsky y
cols., 2001; Kubo y cols., 2005, Gaborit y cols., 2007, Caballero y cols., 2010). Se ha tratado
de averiguar dicha composicion atendiendo a las diferencias que presentan cada uno de lo
miembros de la subfamilia Kir2 respecto a propiedades farmacologicas u a otras propiedades
como la conductancia, la sensibilidad al Ba*" y al pH o la “cinética de activacion” (Liu y
cols., 2001; Mufioz y cols., 2007). Recientemente nuestro grupo ha descrito que la flecainida
es capaz de aumentar la corriente generada por canales Kir2.1 pero no las corrientes
generadas por los canales Kir2.2 o Kir2.3, del mismo modo que no modifica la Ix; registrada
en miocitos auriculares humanos o de cobayo. Sin embargo la flecainida es capaz de aumentar
la corriente Ik, tanto de entrada, como de salida de K, registrada en miocitos ventriculares de
cobayo (Caballero y cols., 2010). Estos datos sugieren que la Ix; ventricular en cobayo esta
generada mayoritariamente por canales formados por cuatro subunidades de Kir2.1, mientras
que la Ix; auricular esta generada por heterotetrdmeros de Kir2.x. A pesar de que tanto en
auricula como en ventriculo encontramos la presencia de ARNm de todos ellos (Caballero y
cols., 2010), la expresion de Kir2.1 en tejido cardiaco de cobayo, es mayor en ventriculo que
en auricula, al igual que ocurria en humanos (Liu y cols., 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010,
Caballero y cols., 2010) (Figura 15).

Mutaciones en el gen que codifica la subunidad Kir2.1 (KCNJ2) estan implicadas en el
sindrome de Andersen (SQTL tipo 7), en el SQTC tipo 3 y en la FA familiar tipo 4 (Cerrone y
Priori, 2011).
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Figura 15. Composicion de la lg;. (A-C) Relaciones I-V de la I; auricular humana (A), de miocitos
aruiculares de cobayo (B) y de miocitos ventriculares de cobayo (C) en situacion control y en presencia de
flecainida 1 uM. (D) Niveles de expresion de canales Kir2.x de muestras auricualres y ventriculares de cobayo.
La primera linea indica el marcador de pesos moleculares (1,000-100 pares de bases). Las lineas 2-4 y 5-7
muestran los niveles de expresion de Kir2.1 (325 pb), Kir2.2 (291 pb) y Kir2.3 (303 pb), en tejido auricular y
ventricular, respectivamente. El gen GAPDH se us6 como control interno [Adaptado de Caballero y cols., 2010]

Il.La IK,ATP

En el corazon, la corriente rectificadora Ix atp juega un importante papel durante la
isquemia miocardica y en el precondicionamiento isquémico (Seino y Miki, 2003; Nerbonne
y Kass, 2005). El canal Karp es inhibido por al ATP intracelular y activado por el ADP-Mg,
por lo que la actividad del canal es regulada por el cociente ADP/ATP (Yokoshiki y cols.,
1998; Seino y Miki, 2003). Por otra parte, la Ixarp presenta una rectificacion mucho menor

que la de la /x; o la Ix ach (Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010).
1l.a. Composicion de los canales que generan la Ik 41p

El canal Katp cardiaco es el resultado de la asociacion de 4 subunidades o Kir6.2 con 4

subunidades auxiliares SUR2A (Yokoshiki y cols., 1998; Seino y Miki, 2003). Las
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subunidades o Kir6 estan formadas por 2 segmentos TM (M1 y M2) y son las que confieren
al canal la capacidad de ser regulado por el ATP (Tucker y cols., 1996). Las subunidades
auxiliares SUR2A tienen 3 dominios TM (TMDO, TMD1 y TMD?2) y 2 dominios de union a
nucledtidos, NBD1 y NBD2 (Nucleotide Binding Domain), localizados en el lazo de union
entre TMD1 y TMD2 y en la region C-terminal, respectivamente (Figura 16) (Conti y cols.,
2001; Seino y Miki, 2003). Las subunidades SUR2A son las que confieren al canal la
sensibilidad al ADP y a las sulfonilureas (Yokoshiki y cols., 1998; Moreau y cols., 2000;
Seino y Miki, 2003). Sin embargo, hay estudios que demuestran la existencia de canales Krp
cardiacos sin la presencia de la subunidad SUR (Pu y cols., 2001), por lo que la estructura
molecular exacta del canal que genera la Ik ap en el miocardio sigue siendo controvertida.

La densidad de los canales que generan la Ik ach €s muy alta en las células marcapaso de
los nodos SA (donde regulan la frecuencia cardiaca) y AV (donde regulan la velocidad de
conduccion a través del nodo AV) (Mark y Herlitze, 2000). Ademas, juega un papel
importante en el control de la DPA en el tejido auricular, donde la densidad de la Ix ach €s 6

veces mayor que en el ventricular (Schram y cols., 2002, Tamargo y cols., 2004b).

SUR2A Kir6.2

Figura 16. Estructura de los canales K,rp. Modelo estructural del canal Karp cardiaco formado por 4
subunidades Kir6.2 (en rojo y amarillo) y 4 subunidades SUR2A (en azul). Cada subunidad Kir6.2 esta formada
por 2 segmentos TM en o-hélice y un largo dominio citoplasmico con el sitio de union para el ATP. Cada
subunidad SUR2A contiene 3 dominios TM (TMDO0O, TMD1 y TMD2) y 2 dominios de unién a nucleotidos
(NBD1 y NBD2) localizados en el lazo de unién entre TMD1 y TMD2 (L1) y en el extremo C-terminal.
[Adaptada de Moreau y cols., 2005]

Il La ]K,ACh

Ill.a. Caracteristicas de la Ix 4cn

La ACh estimula los receptores M, y produce la apertura de los canales Kacn que generan

una corriente que se caracteriza principalmente por una activacion de cinética sigmoidal
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dependiente de tiempo y de la dosis de agonista, por lo que se tardan cientos de ms en
alcanzar la amplitud maxima de la corriente (Breitwieser y Szabo, 1988) (Figura 17A).
Posteriormente, y aunque la ACh esté todavia presente, se produce la disminucion gradual de
la corriente hasta que se alcanza un nivel cercano al estado estable, denominado “quasi-
steady-state” (Kurachi y cols., 1987). La apertura de los canales K¢y inducida tras la
estimulacion del receptor muscarinico M, estd mediada por una proteina G heteromérica
formada por una subunidad G, y un dimero Gg, (Yamada y cols., 1998). La estimulacion del
receptor muscarinico promueve la disociacion del dimero Gg, de la subunidad G,. El dimero
Gg, es la molécula que interactia con el canal promoviendo su activacion (Yamada y cols.,
1998). Se ha propuesto que la desensibilizacion a corto plazo del canal se debe a la
disociacion de las proteinas G del receptor tras la aplicacion del agonista o a la fosforilacion
del receptor muscarinico M, y la desfosforilacion del canal (Yamada y cols., 1998).

La activacion de la Ix ach hiperpolariza el E,, y reduce la frecuencia de disparo de las
células del nodo SA, lo que explica su efecto cronotrépico negativo de la ACh. Ademas,
reduce la velocidad de conduccion a través del nodo AV, lo que explica por qué la
estimulaciéon vagal o la administracion de adenosina intravenosa pueden parar las
taquiarritmias por reentrada intranodal (Snyders, 1999; Tamargo y cols., 2004b).

La Ix acnh es estimulada por el ATP intracelular, el PIP, y por agonistas de los receptores
p-opioides, ap-adrenérgicos, de adenosina A1l y de endotelina ET4 e inhibida por la distension
de la membrana (dependiente de la subunidad Kir3.4) y la acidificacion del medio intracelular

(Jiy cols., 1998; Shieh y cols., 2000; Tamargo y cols., 2004b).

A B Subunidad Kir3.1
=100 -80 =40 -20 +20 +40
"u"m (mV)
Corriente
basal 5 pA/pF
250 ms
| 2uMCCh Sitios de wnion
R @x ) para Gum yGW

Figura 17. Caracteristicas de la I scn y estructura de los canales K,ci. (A) Curva I-V en situacion control y
tras la aplicacion de carbacol (CCh). (B) Esquema representativo de la estructura de la subunidad Kir3.1,
formada por 2 segmentos transmembrana (M1 y M2) unidos por el lazo H5 y cuyos extremos N- y C-terminal
son intracelulares. Se indican los sitios de union de proteinas G y de PIP,. [Adaptadas de Dobrev y cols., 2005
(A) y Yamada y cols., 1998 (B)]
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1I1.b. Composicion de los canales que generan la Ix 4cn

Hasta la fecha se han clonado 4 miembros de la familia Kir3 (Kir3.1 a Kir3.4) en
mamiferos y un quinto miembro (Kir3.5) en oocitos de Xenopus laevis (Hedin y cols., 1996).

En el corazén humano, los canales que generan la Ik ach estdn formados por el ensamblaje
de subunidades Kir3.1 y Kir3.4, que forman una estructura tetramerica siguiendo una
estequiometria 2:2 (Dascal y cols., 1993; Krapivinsky y cols., 1995; Yamada y cols., 1998),
mientras que la presencia de Kir3.2 y Kir3.3 es minima o incluso nula (Wickman y cols.,
1998). Se ha postulado que la subunidad Kir3.1 requiere de la presencia de la subunidad
Kir3.4 para translocarse a la membrana celular y que se forme asi el canal funcional (Kennedy
y cols., 1996; Yamada y cols., 1998). Las regiones N- y C-terminales de la subunidad Kir3.1
son las responsables de la union del dimero Gg, al canal, aunque se ha propuesto que el
extremo N-terminal de la subunidad Kir3.4 también participa en esta union. La unioén de la
subunidad G, al canal parece estar mediada por el extremo N-terminal de Kir3.1 (Huang y

cols., 1995; Tucker y cols., 1996) (Figura 17B).

2.3.2. Canales 4TM/2P

Los canales 4TM/2P (también llamados Kjp) se ensamblan como dimeros y generan
corrientes “de fondo” (background) en una gran variedad de tejidos, aunque en el tejido
muscular sus niveles de expresion son muy bajos o incluso nulos (Lesage y Lazdunski, 2000).

Desde que se clono el primer canal de esta familia, el canal TASK-1 (Lesage y cols.,
1996), se han clonado un gran numero de estos canales que se clasifican en diferentes familias
basandose en sus caracteristicas farmacologicas y funcionales (Lesage y Lazdunski, 2000). A
nivel cardiaco se han identificado 5 familias:

e Los canales TWIK (Tandem of P domains in Weak Inward rectifier K channels), que
presentan una pequeia rectificacion interna.

e Los canales TREK/TRAAK (TWIK-RElated K' channels y TWIK-Related Arachidonic
Acid-stimulated K* channels), que son activados por acidos grasos poliinsaturados y por la
distension de la membrana (strech).

e Los canales TASK (TWIK-related Acid-Sensitive K channels), que son sensibles a la

acidosis.
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e Los canales TALK (TWIK-related ALkalosis-activated K™ channels), que son sensibles a la
alcalosis.
e Los canales THIK (Tandem pore domain Halothane Inhibited K* channels), que son
inhibidos por halotano.

Posteriormente, se adopt6é una nueva nomenclatura para nombrar estos canales (KzpX.y) y
los genes que los codifican (KCNK1 a KCNK17) (Tabla 7).

Familia Canal Gen Cromosoma Localizacion
TWIK Kopl.1 (TWIK-1) KCNK1 1g42 SNC, corazon, placenta, pulmén, higado,
rifion, pancreas
K2p6.1 (TWIK-2) KCNK®6 19911 SNC, coraz6n, placenta, pulmén, higado,
rifidn, pancreas, leucocitos
Kap7.1 (TWIK-3) KCNK?7 11912 SNC, ME, corazén, pulmén, higado,
placenta, pancreas
K2p8.1 (TWIK-4) KCNKS8 11qg12
TREK/ Kyp2.1 (TREK-1) KCNK2 1941 SNC, corazon, placenta, pulmén, rifién
TRAAK K»10.1(TREK-2)  KCNK10 14032 SNC, pancreas, bazo, testiculos
Kopd.1 (TRAAK) KCNK4 11912 SNC, ME, corazén, placenta, pulmén,
higado, rifién, bazo, testiculos, retina
TASK Kzp3.1 (TASK-1) KCNK3 2p24 SNC, ME, corazén, placenta, pulmon,
higado, rifién, testiculos, bazo, retina,
intestino, piel, Gtero
K2p5.1 (TASK-2) KCNK5 6p21.1 SNC, ME, corazén, higado, pulmén,
rifidn, pancreas, intestino, Utero
K2p9.1 (TASK-3) KCNKS9 8024.3 SNC, corazon, higado, pulmoén, placenta,

pancreas, testiculos, leucocitos
Kp14.1 (TASK-4) KCNK14

Kyp15.1 KCNK15 20912 SNC, ME, placenta, testiculos, pancreas
(TASK-5/KT3.3)
TALK K»p16.1 (TALK-1) KCNK16 6p21 Pancreas
Kpl17.1 (TALK-2) KCNK17 6p21 SNC, corazon, placenta, pulmén, higado,
pancreas, testiculos, ovario, leucocitos
THIK K»p13.1 (THIK-1) KCNK13 14932 SNC, ME, corazén, pulmén, higado,
rifion, bazo, testiculos
Kpl12.1(THIK-2)  KCNK12 2p21 SNC, ME, corazén, pulmén, higado,

rifién, bazo, testiculos

Tabla 7. Fa milias de ca nales de K™ 4TM/2P. ME: Musculo esquelético. SNC: Sistema nervioso central.
[Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005]
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Los canales Kyp poseen una region central muy conservada (segmentos TM1 a TM4) y
una gran diversidad en los extremos C- y N-terminales intracelulares (Figura 11B). En estos
canales se conserva la secuencia G(Y/F)G en el primer poro, aunque en el segundo poro es
reemplazada por la secuencia G(F/L)G. El hecho de que los canales Kyp estén abiertos de
forma casi continua sugiere su posible implicacién en la regulacion del E, y de la
excitabilidad celular (Lesage y Lazdunski, 2000; Patel y Honoré, 2001; O’Connell y cols.,
2002).

2.3.3. Canales 6TM/1P

Los canales 6TM/1P agrupan a los canales de K" activados por voltaje (canales Kv) y a los
canales de K" activados por Ca*" (canales BKcy).

Tras el clonaje del canal Shaker (Jan y cols., 1983) se identificaron otras tres subfamilias
de genes que codifican la expresion de un gran niumero de canales Kv a las que se denomin6
Shab, Shaw y Shal. En mamiferos, estas cuatro familias se corresponden con las familias Kv1
(Shaker), Kv2 (Shab), Kv3 (Shaw) y Kv4 (Shal). Hasta la fecha, se han descrito doce familias
de subunidades a Kv (Kv1 a Kv12), con una homologia aminoacidica de ~70% dentro de una
misma familia y de ®40% entre diferentes familias (Tabla 8) (Gutman y cols., 2005). Ademas,
la diversidad funcional de los canales Kv se ve aumentada por factores como: a) la formacion
de heterotetrameros (Christie y cols., 1990; Ruppersberg y cols., 1990; Covarrubias y cols.,
1991; MacKinnon, 1991); b) la presencia de miembros de las familias Kv5, Kv6, Kv8 y Kv9,
que no forman canales funcionales por si solos sino que son subunidades moduladoras que se
ensamblan con subunidades Kv2 formando heterotetrdmeros (Gutman y cols., 2005); c) la
presencia de proteinas auxiliares, que modifican la funcién y/o la expresion en la membrana
de los canales Kv (Gutman y cols., 2005); d) modificaciones postranscripcionales (splicing
alternativo), que dan lugar a diferentes isoformas de los canales a partir de la expresion de un
mismo gen (London y cols., 1997); y e) modificaciones postraduccionales, que regulan la
funciéon de muchos canales Kv mediante fosforilacion, ubiquitinizacion, palmitoilizacion,

nitrosilacion, etc.
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Familia IUPHAR Gen Cromosoma Localizacién
Kv1 (Shaker) Kvl.1 KCNA1 12p13.3 Cerebro, corazon, retina, musculo esquelético, islotes
pancreaticos
Kv1.2 KCNA2 1p13 Cerebro, corazon, retina, muasculo liso, islotes pancreaticos
Kvl.3 KCNA3 1p13.3 Cerebro, pulmones, timo, higado, nodulos linfaticos,
testiculos, linfocitos, fibroblastos, osteoclastos, plaquetas,
islotes pancreaticos
Kvl.4 KCNA4  11p14.3-15.2 | Cerebro, musculo esquelético, corazon, islotes pancreaticos
Kvl.5 KCNAS 12p13.3 Corazén, musculo liso, pituitaria, colon, rifiébn, estomago,
aorta, arterias pulmonares, hipocampo
Kvl.6 KCNAG6 12p13.3 Cerebro, corazon, pulmones, testiculos, masculo liso, arterias
pulmonares, ovarios, astrocitos, oligodendrocitos
Kv1.7 KCNA7 19q13.3 Corazon, musculo liso, placenta, arterias pulmonares
Kv1.8 KCNAI10 1p13.1 Rifién, cerebro, corazén, musculo esquelético, glandula
adrenal
Kv2 (Shab) Kv2.1 KCNBI 20q13.2 Cerebro, corazon, musculo esquelético, arterias pulmonares,
pulmones, retina, coclea
Kv2.2 KCNB2 8q13.2 Cerebro, corazon, lengua, neuronas simpaticas, musculo liso
Kv3 (Shaw) Kv3.1 KCNC1 11pl5 Cerebro, pulmones, testiculos, miisculo esquelético
Kv3.2 KCNC2 12q14.1 Cerebro, islotes pancreaticos, arterias mesentéricas
Kv3.3 KCNC3 19q13.3-4 Cerebro, neuronas del SNC, arterias mesentéricas, cornea
Kv3.4 KCNC4 1p21 Paratiroides, prostata, cerebro, células acinares pancreaticas
Kv4 (Shal) Kv4.1 KCND1 Xpl1.23 Cerebro, colon, corazén, pulmones, estomago, testiculos,
higado, rifiéon, glandulas tiroideas, pancreas, arterias
pulmonares
Kv4.2 KCND2 7931 Cerebro, corazén, coclea
Kv4.3 KCND3 1p13.3 Corazon, cerebro, musculo liso
Kv5 Kvs.1 KCNF1 2p25 Cerebro, corazén, musculo esquelético, higado, rifidn,
pancreas
Kvo6 Kvé.1 KCNG1 20q13 Cerebro, musculo esquelético, itero, ovarios, rifidn, pancreas,
piel, hueso, placenta, prostata, testiculos
Kv6.2 KCNG2 18q22-23 Corazon, cerebro
Kv6.3 KCNG3 2p21 Cerebro, testiculos, intestino, glandula adrenal, timo,
pituitaria
Kv6.4 KCNG4 16q24.1 Corazon, higado, intestino, colon
Kv7 (KvLQT) Kv7.1 KCNQI1 11pl5.5 Corazodn, rifidn, recto, coclea, pancreas, pulmones, placenta
Kv7.2 KCNQ2 20q13.3 Cerebro, pulmones, testiculos, corazoén, ojo, placenta,
intestino
Kv7.3 KCNQ3 8q24 Cerebro, testiculos, retina, colon
Kv7.4 KCNQ4 1p34 Coclea, placenta
Kv7.5 KCNQ5s 6ql4 Cerebro, musculo esquelético

Tabla 8. Familias de canales de K™ dependientes de voltaje. [Adaptada de Gutman y cols., 2005]
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Kv8 Kv8.1 KCNV1 8q22.3-24.1 | Cerebro, rifion
Kv8.2 KCNV2 9p24.2 Pulmones, higado, rifién, pancreas, bazo, timo, prostata,
testiculos, colon, ovarios
Kv9 Kv9.1 KCNS1 20q12 Cerebro, melanocitos
Kv9.2 KCNS2 8q22 Cerebro, retina
Kv9.3 KCNS3 2p24 Cerebro, colon, corazon, estdbmago, rifidén, pulmones,

testiculos, piel, Gitero

Kv10 (eag) Kv10.1 KCNH1 1q32-41 Cerebro, células tumorales
Kv10.2 KCNHS5 14¢23.1 Cerebro

Kvl1 (erg) Kvil.1 KCNH2 7q35-36 Corazoén, cerebro, células sanguineas y tumorales, rifion,
pulmoén, higado, ovarios, pancreas, testiculos, prostata,
intestino, utero

Kvl1.2 KCNH6 17923.3 Cerebro, utero

Kv11.3 KCNH7 2q24.2 Cerebro
Kv12 (elk) Kvi2.1 KCNHS8 3p24.3 Cerebro, ganglios simpdticos, pulmones, utero, testiculos,
colon
Kv12.2 KCNH3 12q13 Cerebro, pulmones
Kv12.3 KCNH4 17q21.2 Cerebro, cerebelo, esofago, pulmones, glandula pituitaria

Tabla 8 (Continuacién). Familias de canales de K* dependientes de voltaje. [Adaptada de Gutman y cols.,
2005]

2.3.3.a. Estructura de los canales Kv

La primera estructura cristalografica de un canal Kv de mamifero se resolvio en 2005. Era
el canal formado por la subunidad o Kv1.2 y la subunidad auxiliar KvB2 de cerebro de rata
(Long y cols., 2005a y b), que venia a confirmar los modelos que se habian propuesto
anteriormente para los canales Kv tras la resolucion de otros canales de K no dependientes de
voltaje (Doyle y cols., 1998; Zhou y cols., 2001) y de canales Kv bacterianos (Sokolova y
cols., 2001; Jiang y cols., 2003a y b). La estructura resuelta se correspondia con la de un canal
tetramérico en estado abierto cuyas dimensiones eran de 135x95x95 A, con un poro de =12 A

de didmetro (Figura 18).
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Figura 18. Estructura del complejo formado por la subunidad o Kv1.2 y la subunidad auxiliar 8,. (A)
Vistas lateral (a la izquierda) y desde el lado extracelular (a la derecha) del complejo Kv1.2/KvB2. (B) Modelo
propuesto del canal Kv1.2, donde se observa la diferente posicion del lazo S4-S5 en los estados abierto (a la
izquierda) y cerrado (a la derecha). [Adaptadas de Long y cols., 2005a (A) y 2005b (B)]

Existen dos patrones fundamentales de organizacion estructural en la familia de canales
Kv: los canales Kvl a Kv4 presentan una estructura denominada T1 o “dominio NAB” (V-
terminal A and B box) en el extremo N-terminal que se ha demostrado fundamental para el
reconocimiento entre subunidades a y responsable de la interaccion con subunidades 3 y otras
proteinas (Figura 19B), mientras que los canales Kv7, Kv10 y Kv11 no presentan ese dominio
T1 (Figura 19C) (Shen y Pfaffinger, 1995; Xu y cols., 1995; Kreusch y cols., 1998; Yellen,
2002).

Kv1.x-Kv4.x Kv7.x, Kv10.x, Kv11.x
MIRP

s1-s4
sensor
de voltaje

Figura 19. Estructura de la subunidad a de los canales Kv. (A) Esquema de la estructura de la subunidad o
de los canales Kv, donde se observan los 6 segmentos TM y los segmentos N- y C-terminales intracelulares. El
recuadro rosa indica la posicion del dominio T1. (B y C) Disposicion estructural de los dominios intracelulares
de los canales Kv1 a Kv4 (B) y de los canales Kv7, Kv10 y Kv11 (C). [Adaptadas de Yellen, 2002]
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1. La subunidad o

En los canales Kv, cada subunidad a consta de 6 segmentos TM (S1 a S6) con estructura
de hélice a y conectados entre si por secuencias hidrofilicas no conservadas (Figuras 11C y
19A). Los S1 a S4 constituyen el sensor de voltaje y la secuencia que conecta el S5 con el S6
se denomina region P y forma parte del poro i6nico (Liman y cols., 1991; MacKinnon, 1991;

Yellen y cols., 1991; Yool y Schwarz, 1991).

e Poro i6nico y filtro de selectividad

Las cuatro subunidades o que forman el canal se disponen de tal forma que la boca
externa del poro estd formada por los lazos P de cada subunidad, mientras el segmento S6 y la
region peptidica que une los segmentos S4 y S5 forman la boca interna del poro.

El poro i6nico de los canales Kv esta formado por una region de 20 aminoacidos del lazo
P (Doyle y cols., 1998; Morais-Cabral y cols., 2001; Zhou y cols., 2001; Jiang y cols., 2002a).
La region que une los segmentos S5y S6 es el sitio de unién de muchas toxinas y el segmento
de union de S4-S5 forma parte del receptor para la particula de inactivacion (Isacoff y cols.,
1991). Gracias a estudios de mutagénesis dirigida en canales, se ha podido demostrar que en
el poro idnico se encuentran los lugares de unidn para el tetractilamonio (TEA) (Yellen y
cols., 1991; Choi y cols., 1993), farmacos antiarritmicos como la quinidina (Yeola y cols.,
1996), o anestésicos locales como la bupivacaina (Valenzuela y cols., 1995; Franqueza y
cols., 1997) y la benzocaina (Caballero y cols., 2002).

El radio de un 4atomo de K" es de 1.33 A, mientras que el de un atomo de Na" es de 0.95
A. Pese a esta pequefia diferencia en el radio atomico, los canales de K son capaces de
discriminar entre ambos iones con una selectividad superior a 1000 veces para el K', con una
velocidad de conduccion =~ 10% iones/s. El filtro de selectividad del canal se encuentra en una
region del lazo P formada por los aminodcidos (T/S)xxTxGYG, denominada “secuencia de
selectividad del K™ y que est4 altamente conservada en todos los canales de K™ (MacKinnon
y Yellen, 1990; Heginbotham y cols., 1994). A excepcion de los aminoacidos que forman el
filtro de selectividad, los aminoacidos que constituyen las paredes del canal son hidrofobos,
minimizandose asi la interaccion electrostatica del K™ con el canal y creandose una ruta de
baja resistencia desde el citoplasma hasta el filtro de selectividad que permite que el ion K"
hidratado pase facilmente desde la solucion intracelular hasta la cavidad central, donde

alcanza una elevada concentracion (= 2 M) (Zhou y cols., 2001).
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Figura 20. Representacion esquemaitica del filtro de selectividad de los canales de K'. (A) Representacion
esquematica de dos de las subunidades que forman el canal KcsA en una vista lateral, con la region que forma el
filtro de selectividad sefialada en rojo. Los sitios de unién de los iones K" se representan como esferas verdes y
las moléculas de agua como esferas rojas. (B) Detalle de la secuencia del filtro de selectividad del canal KesA,

donde se representan como esferas verdes los cuatro posibles ocupados por los iones K. [Adaptadas de Zhou y
MacKinnon, 2003]

Una vez alli, el ion K” ha de atravesar el estrecho paso que forma el filtro de selectividad
y para ello ha de perder sus capas de hidratacion. La entrada de un ion K" en el filtro de
selectividad crea un dipolo, de manera que un ion K" dispone de cuatro sitios de unién a lo
largo del filtro de selectividad, formados por los 4&tomos de oxigeno de los carbonilos de los
residuos TxGYG. Para compensar el coste energético que supone la deshidratacion del ion al
atravesar el filtro, los atomos de oxigeno hacen las veces de moléculas de agua de manera que
durante su paso a través del filtro de selectividad los iones K se encuentran rodeados de ocho
atomos de oxigeno, en una disposicion similar a la que adoptan las moléculas de agua que
rodean a los iones de K en el medio acuoso (Figura 20) (Roux y MacKinnon, 1999;
MacKinnon, 2003).

El filtro de selectividad presenta una longitud de 12 A, de manera que a lo largo del filtro
normalmente se encuentran 2 iones K™ (= 2.7 A), separados por una molécula de agua, a una
distancia de 3.5 A (Morais-Cabral y cols., 2001; Zhou y MacKinnon, 2003). La presencia de
un tnico ion K™ permitiria una fuerte interaccion de éste con los aminoacidos del filtro, pero
la entrada de un segundo ion produce una repulsion electrostatica mutua, que compensa la
atraccion del filtro de selectividad y produce la salida del ion K™ hacia el espacio extracelular

(Doyle y cols., 1998).
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¢ Sensor de voltaje

La principal caracteristica de los canales Kv consiste en que son capaces de detectar los
cambios de voltaje producidos en la membrana y acoplar esta sefial a su funcionamiento
(Armstrong, 1974; Sigworth, 1994; Bezanilla, 2000 y 2002). La dependencia de voltaje de los
canales de K se debe a la presencia en su estructura de un sensor de voltaje que esta formado
por los cuatro primeros segmentos del canal (S1-S4). El segmento S4 contiene cuatro o mas
residuos Arg y Lys, cada uno de los cuales separado por dos residuos hidrofobicos, que se
recolocan en la membrana cuando el £y, varia. Asi, la apertura y cierre del canal generan un
movimiento del sensor de voltaje de = 12-13 cargas elementales a través del campo eléctrico
transmembrana (Schoppa y cols., 1992; Hirschberg y cols., 1995), resultando en una corriente
de gating que puede ser medida experimentalmente (Armstrong y Bezanilla, 1973).
Mutaciones en las que se neutralizan los aminoacidos cargados del S4 desplazan el valor del
punto medio de la curva de activacion del canal, lo que indica que el S4 juega un importante
papel en el cambio conformacional que conlleva su apertura (Liman y cols., 1991; Papazian y
cols., 1991).

Dos son los principales modelos de movimiento del sensor propuestos: un modelo “de
rotacion”, con la exposicion de determinados residuos del S4 en ranuras acuosas en las que el
campo eléctrico estda muy confinado (Figura 21A), y un modelo “de inclinacién” o “modelo
de remo”, que implica grandes desplazamientos del sensor a través del campo transmembrana

(Figura 21B) (Jiang y cols., 2003b; Tombola y cols., 2005).

A

Figura 21. Modelos de movimiento del sensor de voltaje. (A) Modelo convencional en el que el movimiento
de cargas se realiza a través del nucleo proteico del canal mediante un movimiento de traslacion y/o rotacion del
S4. (B) Modelo en el que el sensor de voltaje se encuentra sumergido en los lipidos de la membrana,
produciendo el desplazamiento de cargas a través del campo eléctrico. [Adaptadas de Jiang y cols., 2003b]
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II. Subunidades auxiliares

El ensamblaje de 4 subunidades a es suficiente para formar un canal funcional que genere
una corriente i6nica. Sin embargo, la presencia de subunidades auxiliares aumenta la
diversidad funcional de los canales Kv (Figura 22 y Tabla 9) y regula funciones como el
gating, la expresion y/o el transporte a la membrana celular de los canales. Ademas, estas

subunidades pueden servir como sitio de unién de moléculas adaptadoras o de ligandos

exdgenos/endogenos.
Familia Subunidad Gen Cromosoma
Kvp Kvp1* KCNABI1 3925
Kvp2* KCNAB2 1p36.3
Kvp3 KCNAB3 17p13
minK y péptidos minK* KCNEL1 21q22
relacionados (KCNE) MiRP1* KCNE2 2122
MiRP2* KCNE3 11q13
MiRP3 KCNE4 2q36.3
MiRP4* KCNES Xq22
KChAP KChAP* PIAS3 1q12
KChIP KChIP1 KCNIPI1 5935
KChIP2* KCNIP2 10g25
KChIP3 KCNIP3 2q11.2-11.3
KChIP4.2 CSEN 2qll1.1
KChIP4.3 KCNIP4 4p15.3
DPP DPP6* DPP6 7q36.2-36.3
DPP10* DPP10 2ql4.1

Tabla 9. Principales subunidades auxiliares de los canales Kv. *Subunidades que se expresan en el
miocardio. [Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005]
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Figura 22. Dibujo esquematico de diversas subunidades auxiliares de canales ionicos. Las subunidades o
aparecen en gris y las subunidades 3 en rojo. (A) Ensamblaje de 4 subunidades o Kv con 4 subunidades Kv[f3
citosolicas a través del extremo N-terminal. (B) Interaccion del canal Kv4.2 con un complejo de 4 subunidades
citoplasmicas KChIP. Se observa también la asociacion de la subunidad DPPX con la subunidad a. (C)
Asociacion de 4 subunidades Kv7.1 con 2 subunidades minK, asi como la formacion del complejo
macromolecular con la proteina adaptadora yotiao. (D) Complejo molecular formado por una subunidad o Kv,
las subunidades auxiliares Kv3, MiRP y KChAP y una proteina de densidad pos-sinaptica (PSD). [Adaptadas de
McCrossan y Abbott, 2004]

e Subunidades Kvf3

La familia de las subunidades Kvf3 estd compuesta por tres proteinas homologas (Kvp1 a
Kvp3), asi como varias isoformas de alguna de ellas (Wang y cols., 1996; Martens y cols.,
1999). Estas proteinas poseen una simetria 4x muy similar a la de las enzimas o6xido
reductasa, por lo que se ha sugerido que podrian actuar como sensores redox del canal
(Béhring y cols., 2001). Las subunidades Kv[3 son proteinas citosélicas que se ensamblan a la
subunidad o por el extremo N-terminal y su principal efecto es inducir una réapida
inactivacion de la corriente (especialmente las KvfB1), aunque también se ha descrito una
funcidn tipo chaperona que podria promover o estabilizar la expresion de los canales en la
membrana (Figuras 22A y D) (Nakahira y cols., 1996; Martens y cols., 1999; Wissmann y
cols., 1999). Aunque las proteinas Kv[ se identificaron inicialmente como subunidades
reguladoras de los canales Kv1, actualmente se piensa que participan también en la regulacion

de canales Kv2 y Kv4 (Yang y cols., 2001; Aimond y cols., 2005).

¢ Subunidad minK y péptidos relacionados

Hasta la fecha se han descrito 5 proteinas codificadas por genes de la familia KCNE
(KCNE1 a KCNES). Todas ellas presentan un unico segmento TM, un dominio N-terminal
extracelular y un dominio C-terminal intracelular (McCrossan y Abbott, 2004; Bendahhou y

cols., 2005).
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La proteina minK (minimal K~ channel subunit) fue la primera en ser identificada
(Takumi y cols., 1988; Murai y cols.,, 1989). Su presencia en el corazon es
predominantemente ventricular (Folander y cols., 1990) y mediante la asociacion con la
subunidad a Kv7.1 genera la Ixs (Figura 22C) (Barhanin y cols., 1996; Sanguinetti y cols.,
1996b). También se ha descrito que puede interaccionar con las subunidades o Kvll.1 y
Kv4.3. Ademds, mutaciones en el gen que codifica la subunidad minK producen una
disminucién de la ks que se relaciona con la aparicion de SQTLS (Splawski y cols., 2000).
Las siguientes subunidades auxiliares codificadas por genes KCNE se identificaron por
homologia con minK y se denominaron MiRP (MinK-Related Peptides) (Figura 21D) (Abbott
y cols., 1999; McCrossan y Abbott, 2004). Se ha demostrado la presencia de MiRP1, MiRP2
y MiRP3 en tejido miocardico humano, donde se ha sugerido que podrian ensamblarse con las
subunidades o Kvl11.1, Kv7.1, Kv4.2 y Kv4.3 (Abbott y cols., 1999; Finley y cols., 2002;
McCrossan y Abbott, 2004; Radicke y cols., 2006; Delpon y cols., 2008). Ademas,
mutaciones en el gen que codifica la subunidad MiRP1 se han relacionado con la aparicion de
SQTL6 (Abbott y cols., 1999) y de FA (Zhang y cols., 2005), mutaciones en el gen que
codifica la subunidad MiRP2 se han relacionado con la aparicion de FA (Zhang y cols., 2005)
y SB (Delp6n y cols., 2008), y mutaciones en el gen que codifica la subunidad MiRP4 se han

relacionado con la aparicién de SB y fibrilacion ventricular (FV) (Ohno y cols., 2011).

e Subunidad KChAP

La subunidad KChAP (K* Channel-Associated Protein) pertenece a la familia de
proteinas inhibidoras del STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription)
activado (Wible y cols., 1998). Estas proteinas interactian con una gran variedad de factores
de transcripcién e intervienen en procesos como la apoptosis (Wible y cols., 2002). La
subunidad KChAP es una proteina citopldsmica que puede unirse al extremo N-terminal de
las subunidades o Kvl, Kv2 y Kv4 (Figura 22D) (Wible y cols., 1998; Kuryshev y cols.,
2000).

¢ Subunidades KChIP

Las subunidades auxiliares KChIP (Kv Channel Interacting Protein) son proteinas
citosolicas relacionadas con la familia de sensores neuronales de Ca*". Se han identificado
cuatro subunidades KChIP (KChIP1 a KChIP4) y diversas isoformas de varias de ellas. Estas

subunidades se unen al extremo N-terminal de las subunidades a con una estequiometria 1:1
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(Figura 22B) (Kim y cols., 2004b). La mayoria de las proteinas KChIP modifican la actividad
del canal afectando a la cinética de inactivacion y/o de recuperacion de la inactivacion (An'y
cols., 2000; Decher y cols., 2001; Patel y cols., 2002; Wang y cols., 2007). Su distribucion es
heterogénea, siendo las isoformas KChIP2a, KChIP2b y KChIP2c las predominantes en el
corazon (An y cols., 2000; Ohya y cols., 2001; Patel y cols., 2002; Decher y cols., 2004),
donde se unen a las subunidades o Kv4.2 y Kv4.3 para regular su expresion en membrana y

modular las propiedades cinéticas de la /;o; (An 'y cols., 2000).

¢ Subunidades DPPX

Las proteinas dipeptidilpeptidasas (DPP) pertenecen a la familia de serin-proteasas no
clasicas y son glicoproteinas de membrana con un largo extremo C-terminal extracelular
(Wada y cols., 1992). El primer miembro identificado de esta familia fue la proteina DPP6
(Figura 22B), del que se ha sugerido que tiene como funcién regular la cinética y el trafico a
la membrana de los canales Kv4 (Kin y cols., 2001; Nadal y cols., 2003), con los que
interacciona siguiendo una estequiometria 1:1 (Soh y Goldstein, 2008). En neuronas, se ha
propuesto que la corriente transitoria de K (/) estaria formada por un complejo ternario
4:4:4 formado por subunidades o Kv4 y subunidades auxiliares DPP6 y KChIP (Maffie y
Rudy, 2008). Su presencia en el miocardio humano permite aventurar la formacion de dicho
complejo también en el corazon para generar la /i, (Radicke y cols., 2005). Ademas, se ha
demostrado que otro miembro de esta familia, la proteina DPP10, interacciona con los canales
Kv4 en neuronas (Jerng y cols., 2004; Li y cols., 2006), por lo que su presencia en el
miocardio sugiere que podria formar parte de los canales que generan la /,; (Radicke y cols.,

2007).

2.3.3.b. La inactivacidn de los canales Kv

El estado inactivo es un estado no conductor que la mayoria de los canales Kv alcanzan
tras su activacion, aunque puede alcanzarse desde el estado cerrado o sin que el canal se abra
(Rasmusson y cols.,, 1998; Kurata y Fedida, 2006). Tanto la inactivacion como la
recuperacion de la misma son fundamentales para determinar la contribucion de cada una de
las corrientes de K a la repolarizacion cardiaca. Sin embargo, no existe un tinico mecanismo
responsable de la inactivacion, sino que es un proceso que presenta propiedades diferentes

dependiendo del canal estudiado.
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La inactivacion tipo-N se conoce como “modelo de la bola y la cadena”, ya que una
secuencia de aproximadamente 20 aminodcidos del extremo N-terminal (bola), que se
encuentra unida al canal a través del dominio formado por el resto de aminodcidos hasta el
segmento S1 (cadena), ocluye el poro intracelular del canal e impide el paso de los iones
(Figura 23A) (Zagotta y cols., 1990; Isacoff y cols., 1991; MacKinnon y cols., 1993; Gomez-
Lagunas y Armstrong, 1995; Lee y cols., 1996). Este mecanismo es un proceso de
inactivacion muy rapido (1-10 ms), por lo que también se conoce como “inactivacion rapida”
y se produce en canales de la familia Shaker (Kvl.1 y Kv1.4), Shal (Kv4.2 y Kv4.3) y Shaw
(Kv3.1-3.4) (Coetzee y cols., 1999).

Se ha determinado que existen alrededor de 10 aminoacidos hidrofobicos seguidos de una
serie de aminodcidos con una carga neta positiva que determinan la inactivacion tipo-N.
Gracias a estos datos se ha postulado que los residuos hidrofobicos del dominio de
inactivacion pueden interactuar directamente con regiones hidrofobicas del canal,
probablemente en la region que une los segmentos S4 y S5 (Isacoff y cols., 1991). Pero no
siempre la inactivacion tipo-N se produce a través de la secuencia descrita, ya que existen
subunidades reguladoras, como las subunidades B, que pueden interaccionar con canales,
como en el caso del canal Kvl.1, dando lugar a la inactivacion tipo-N de los mismos

(MacKinnon y cols., 1993; Rettig y cols., 1994).

B ABIERTO INACTIVO

ABIERTO INACTIVO

Figura 23. Modelos de inactivacion de los canales Kv. (A) Modelo de “la bola y la cadena”. (B-C) Modelo de
inactivacion tipo-C: cambios conformacionales en la boca externa del poro asociados a la inactivacion tipo-C
(B) y cambios conformacionales adicionales que tienen lugar durante este tipo de inactivacion (C), asociados
fundamentalmente al S6. [Adaptadas de Aldrich, 2001 (A) y Rasmusson y cols., 1998 (B-C)J]
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Una importante caracteristica de este tipo de inactivacion es su sensibilidad al bloqueo por
TEA y por pancuronio, sélo cuando son aplicados en la cara intracelular del poro (Choi y
cols., 1991).

La eliminacion de la inactivacion rapida tipo-N dejo en evidencia la presencia de un
proceso inactivante lento al que se denomind inactivacion tipo-C, puesto que inicialmente se
pens6 que dependia especificamente del extremo C-terminal del canal (Figuras 23B y C)
(Choi y cols., 1991; Hoshi y cols., 1991). Posteriormente se ha demostrado que esta
inactivacion depende de cambios conformacionales en la boca externa del poro que implican
también la participacion del filtro de selectividad (Lopez-Barneo y cols., 1993; Rasmusson y
cols., 1998). La inactivacion tipo-C se diferencia de la tipo-N en que es un mecanismo en el
que las cuatro subunidades del canal actian de manera cooperativa, mientras que los dominios
inactivantes tipo-N actuan independientemente (Ogielska y cols., 1995; Panyi y cols., 1995).
La inactivacion tipo-C, al igual que la inactivacion tipo-N, es independiente de voltaje a
potenciales a los que la activacion es completa, lo que sugiere que estan acopladas a la
activacion. (Hoshi y cols., 1990; Rasmusson y cols., 1995). Ademas, la recuperacion de
ambos tipos de inactivacion es voltaje dependiente, debido al descenso del segmento S4
(Rasmusson y cols., 1995) de manera similar al mecanismo propuesto para el modelo de “bola
y cadena” (Rasmusson y cols., 1995).

Sin embargo, la inactivacion tipo-C se puede diferenciar facilmente de la tipo-N ya que no
es sensible a la perfusion intracelular con TEA (Hoshi y cols., 1991; Lopez-Barneo y cols.,
1993) y es sensible a la concentracion y naturaleza del cation permeable en el medio
extracelular (MacKinnon y Yellen, 1990). La cinética de la inactivacion tipo-C se retrasa al
aumentar la [K']., debido a la interaccién del K™ con un sitio de alta afinidad situado en la
cara externa del poro i6nico del canal, que impide que se produzca el cierre de la boca del
canal, retrasando la inactivacion (Lopez-Barneo y cols., 1993). Este mecanismo se conoce

como “pie en la puerta”.

2.3.3.c. Principales corrientes generadas a través de canales Kv que intervienen en el PA

cardiaco

Gracias a estudios realizados con la técnica de patch-clamp en miocitos auriculares y
. . . . + ,
ventriculares, se han identificado al menos 4 corrientes de K' generadas a través de canales

Kv implicadas en el PA cardiaco: la fi, 1a Ixyr, la Ik, y la Iks.
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I Lal,

La corriente transitoria de salida de K fue descrita por primera vez en fibras de Purkinje
de oveja, donde su actividad era evidente en la primera fase de repolarizacion del PA (Dudel,
1967; Fozzard 1973). Al principio se pensé que era una corriente debida a la entrada de CI,
aunque mas tarde se describid que estd formada en realidad por dos componentes bien
diferenciados, la /o1 y la Iy, donde sélo la I,; es una corriente de K", sensible a 4-
aminopiridina (4-AP) e independiente de Ca*", mientras que la /,,; es una corriente de CI°
activada por Ca”" y de menor magnitud que la I, (Siegelbaum y cols., 1977; Kenyon y
Gibbons, 1979; Coraboeuf y Carmeliet, 1982; Hiraoka y Kawano, 1989). La I, es
responsable de la rapida repolarizacioén del PA durante la fase 1, por lo que determina la altura
y la duracién de la fase de meseta (Nerbonne, 2000; Oudit y cols., 2001; Tamargo y cols.,
2004b; Niwa y Nerbonne, 2010).

La. Caracteristicas de la 1,,;
La I se activa (alcanza su maxima amplitud en 5-20 ms) e inactiva muy rapidamente en

respuesta a una despolarizacion (Figura 24), siendo su reactivacion también muy rapida (=50

ms) (Litovsky y Antzelevitch, 1988; Fermini y cols., 1992).
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Figura 24. Caracteristicas de la l,;. (A) /,,, registrada en miocitos auriculares humanos en nuestro laboratorio
tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior de la figura. (B) Corriente generada por
canales Kv4.3-KChIP2a registrada en células CHO en nuestro laboratorio tras la aplicacion del protocolo que se
muestra en la parte superior. (C) Deteccion por PCR de los distintos tipos de canales que generan la [,y
auricular humana (panel superior) y representacion de la expresion relativa de su ARNm (panel inferior). En el
panel superior, la flecha corresponde a la banda de control interno. (D) Representacion tedrica del
comportamiento de la 7, durante el PA ventricular [Adaptadas de Caballero y cols., 2004 (B), Bertaso y cols.,
2002 (C), Patel y Campbell, 2005 (D)

La amplitud de la /,; es dependiente de la frecuencia cardiaca, por lo que su papel en el
control de la DPA es mas importante a frecuencias cardiacas lentas. Ademas, en las células en
las que coexiste con las corrientes de K" rectificadoras tardias, la inhibicion de la I, desplaza
la fase 2 del PA hacia valores mas positivos, lo que acelera la inactivacion de la Ic,p y la
activacion de las corrientes de salida de K, dando como resultado un acortamiento de la DPA
(Fermini y cols., 1992; Carmeliet, 1993; Courtemanche y cols., 1999; Burashnikov y cols.,
2004).
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Lb. Composicion de los canales que generan la I,,;

Existen dos fenotipos de corriente transitoria: una /iy, lenta (/1) y una Iy, rapida (Zio1¢).
Ambos fenotipos se pueden distinguir en funcion de sus propiedades biofisicas, moleculares y
farmacoldgicas (Tabla 10) (Nerbonne y Kass, 2005). Ademads, se observa un patréon de
expresion para los dos fenotipos segiin la region del miocardio que se estudia: la [y 5 se
expresa fundamentalmente en regiones que presentan una DPA mas prolongada (endocardio,
ventriculo izquierdo, septo y apex), mientras que la o1 ¢ se expresa mayoritariamente en
regiones epicardicas, ventriculo derecho y en la base del corazon (Oudit y cols., 2001;
Tamargo y cols., 2004b; Niwa y Nerbonne, 2010).

Se han identificado tres subunidades o como posibles responsables de los diferentes
fenotipos de la [, (Kvl.4, Kv4.2 y Kv4.3), aunque las diferencias observadas entre la
corriente generada por cada una de estas subunidades a y las corrientes nativas sugieren la

participacion adicional de una o varias subunidades auxiliares (Tabla 10).
Lb.1. Composicion de la 1,5}

¢ Subunidad alfa

La subunidad a Kvl.4 genera un corriente de rapida activacion, con una cinética de
inactivacion biexponencial y una lenta recuperacion de la inactivacion (constante de tiempo =
s). Ademads, presenta acumulacion de la inactivacion tras aplicar pulsos repetidos a
frecuencias altas, no es sensible a la toxina Heteropoda (HPTXs) ni a las piroxotoxinas
(PaTXs) y la 4-AP bloquea el estado abierto de este canal (Tseng-Crank y cols., 1990; Oudit y
cols., 2001; Nerbonne y Kass, 2005). Debido a todas estas caracteristicas (Tabla 10), se cree
que la corriente generada a través de los canales Kv1.4 es la responsable de la corriente nativa
lio1 s (Oudit y cols., 2001; Tamargo y cols., 2004b; Niwa y Nerbonne, 2009). De hecho, en
miocitos ventriculares de ratones Kv1.4”" se ha demostrado la pérdida del componente lento

de la /1, pero no del componente rapido (London y cols. 1998).

¢ Subunidad reguladoras
Las corrientes generadas por los canales formados por 4 subunidades o Kv1.4 reproducen
casi todas las propiedades de la /i, s salvo la activacion que se produce a potenciales mucho

mas negativos que la corriente nativa (Serddio y cols., 1996), por lo que se ha sugerido que
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alguna subunidad reguladora puede estar mediando en esta diferencia. Tal y como hemos
mencionado las subunidades Kvp1 (Kvp1.2, Kvp1.3 y/o KvpB2) pueden interactuar con los
canales Kvl.x pudiendo regular el canal (Morales y cols., 1995; Deal y cols., 1996). Asi, la
subunidad Kvp1.3 acelera los componentes rapido y lento de la inactivacion y retrasa la
recuperacion de la inactivacion del canal Kv1.4 (Castellino y cols., 1995; Morales y cols.,

1995).
1.b.2. Composicion de la 1oy

¢ Subunidades alfa

Las subunidades o Kv4.2 y Kv4.3 generan una corriente que se activa rapidamente y que
se inactiva siguiendo una cinética multiexponencial y que presenta una rapida recuperacion de
la inactivacion, en un rango entre 10 y 100 ms, por lo que no presenta acumulacion de la
inactivacion. Esta corriente es sensible a HPTXs y a las PaTXs y, en este caso, la 4-AP
bloquea el estado cerrrado del canal. (Serddio y cols., 1996, Nerbonne 2000; Oudit y cols,
2001; Nerbonne y Kass, 2005. Ademas, miocitos ventriculares de ratones Kv4.2" presentan
una reduccion significativa del componente rapido de la /1, (Barry y cols., 1998; Wickenden
y cols., 1999). Las subunidades o Kv4.2 y Kv4.3 generan una corriente cuyas propiedades
farmacoldgicas coinciden con las observadas en la /i f nativa (Oudit y cols., 2001; Tamargo y
cols., 2004b; Niwa y Nerbonne, 2010), pero que no mimetiza las propiedades cinéticas de la
corriente a través de estos canales. Asi, aunque la recuperacion de la inactivacion de Kv4.2 y
Kv4.3 es 10 veces mas rapida que la de los canales Kv1.4 o la corriente nativa /i, 5, ésta sigue
siendo 5 veces mas lenta que la de la /o1 ¢ (Patel y Campbell, 2005), lo que sugiere la

participacion de subunidades auxiliares.

leo Canal  1,,(mS)  Tipac (MS) TRec (INS) Tejido  Accion 4-AP Especie

liors | Kvl4 2-10 80-200 1000-2000 A% Abierto Cj, H, Hr, R, Rta

lory | Kv4.3 2-10 25-80 25-80 AV, Cerrado G,H, Hr, P, R,
Kv4.2 Purk Rta

Tabla 10. Principales caracteristicas de las corrientes ly,; ¢ e I A: Auricula. Act: Activacion. Cj: Conejo.
G: Gato. H: Hombre. Hr: Hurén. Inact: Inactivacion. P: Perro. Purk: Purkinje. R: Ratén. Rec: Recuperacion de la
inactivacion. Rta: Rata. V: Ventriculo. [Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005]

En el corazon humano, las subunidades a Kv4.3 son las responsables de la /i, ¢ (Dixon y
cols., 1996; Kong y cols., 1998; Dilks y cols., 1999). En el ventriculo humano existen dos

variantes de este canal: una isoforma larga o Kv4.3-L y una isoforma corta o Kv4.3-S (Kong
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y cols., 1998). La secuencia del canal Kv4.3 estd altamente conservada (la isoforma humana
solo presenta tres aminodcidos diferentes al de rata) (Dilks y cols., 1999). La dependencia de
voltaje de las variantes de hKv4.3 expresadas en células CHO se asemeja a las de la [y ¢
registrada en miocitos ventriculares humanos (Figura 24) (Beuckelmann y cols., 1993;
Wettwer y cols., 1993 y 1994; Nibauer y cols., 1993 y 1996; Amos y cols., 1996). El rango
de voltaje de activacion y las caracteristicas de la inactivacion de esta corriente son similares
en las corrientes nativas y en los canales clonados, apareciendo a potenciales mas positivos de
-40 mV y con un punto medio de activacion de 10 mV. (Beuckelmann y cols., 1993; Wettwer

y cols., 1993 y 1994; Nébauer y cols., 1993 y 1996; Amos y cols., 1996; Kong y cols., 1998).

e Subunidad reguladoras

Las primeras subunidades auxiliares que se relacionaron con la modulacion de la [y ¢
fueron las subunidades KChIP, concretamente la KChIP2 (Béhring y cols., 2001; Kuo y cols.,
2001; Rosati y cols., 2001). De hecho, se ha demostrado que los ratones KChIP2”" no
presentan /o ¢ (Kuo y cols., 2001). Ademas, el ARNm de KChIP2 en humano y perro es =25
veces mas abundante en el epicardio que en el endocardio, lo que sugiere que la KChIP2
podria jugar un papel importante en el gradiente transmural de la /;,; (Rosati y cols., 2001;
Zicha y cols., 2004). La coexpresion de las proteinas KChIP con canales Kv4.x incrementa de
forma muy marcada la expresion de dichos canales en la membrana de la célula, lo que
funcionalmente se puede observar como un aumento en la amplitud/densidad del pico de
corriente sin modificar la conductancia del canal tnico (Bihring y cols., 2001). Ademas, la
proteina KChIP retrasa la inactivacion de la corriente y acelera la recuperacion de la
inactivacion, pero tiene un efecto minimo sobre la cinética y la dependencia de voltaje de la
activacion de los canales Kv4.x (Bdhring y cols., 2001). Se sabe que los residuos del extremo
N-terminal que preceden al dominio T1 de la subunidad o Kv4.3 son esenciales para el
ensamblaje con KChIP (Figura 24) (Any cols., 2000; Shibata y cols., 2003) y se ha propuesto
que cada subunidad KChIP podria unirse lateralmente con dos dominios T1 del extremo N-
terminal de cada subunidad Kv4.3 (Pioletti y cols., 2006; Wang y cols., 2007).

Las proteinas minK y MiRP modulan las propiedades cinéticas y dependientes de voltaje
también cuando se coexpresan en sistemas heter6logos con los canales Kv4.2 y Kv4.3
(Figura25) (Zhang y cols., 2001; Deschénes y Tomaselli, 2002; Lundby y Olesen, 2006;
Radicke y cols., 2006 y 2008; Delpén y cols., 2008; Liu y cols., 2008). En miocitos

auriculares humanos se ha descrito que MiRP2 coinmunoprecipita con los canales Kv4.3 en
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experimentos realizados (Delpon y cols, 2008). En experimentos donde se expresaban de
forma heterdloga estas proteinas, se observo que la subunidad MiRP2 disminuia la densidad
de la corriente Kv4.3 tanto cuando se coexpresaba como cuando no, con la subunidad KChIP2
(Jiang y cols., 2004; Lundby y Olesen, 2006; Delpdn y cols., 2008). Ademas, una mutacion en
la proteina MiRP2 relacionada con la aparicion de SB revierte los efectos inhibitorios de esta
proteina sobre los canales Kv4.3 dando lugar a un incremento de la corriente generada por

este canal (Delpdn y cols., 2008), lo que demuestra su importancia en la /i,  humana.

MinK
(MiRP1 ylo MiRP2) |

KChIP2  KvBx KvBx KChIP2

Figura 26. Dibujo esquématico del canal Kv4.3 con sus posibles subunidades auxiliares. /Adapatada de
Niwa y Nerbonne, 2010]

Las glicoproteinas DPP6 y DPP10 regulan y se coexpresan con los canales Kv4.2 y Kv4.3
en neuronas (Figura 26) (Nadal y cols., 2003; Jerng y cols., 2004; Li y cols., 2006), por lo que
su presencia en el miocardio humano sugiere también su posible participacion en la o ¢
(Radicke y cols., 2005 y 2007). Se ha descrito que su coexpresion aumenta la expresion en la
superficie celular de subunidades o Kv4, desplaza la dependencia de voltaje de la activacion e
inactivacion hacia potenciales mas negativos y que acelera la activacion, inactivacion y
recuperacion de la inactivacion del canal. (Nadal y cols., 2003; Radicke y cols., 2005;
Amarillo y cols., 2008).

Por ultimo, las subunidades Kvf1, Kvp2, Kvp3, KChAP y Navp; también son capaces de
modular los canales Kv4.2 y Kv4.3 in vitro (Figura 24) (Wible y cols., 1998; Pérez-Garcia y
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cols., 1999; Kuryshev y cols., 2000; Yang y cols., 2001). Se ha descrito que las subunidades
Kvp aumentan la expresion de los canales Kv4.3 sin alterar sus propiedades cinéticas (Yang y
cols., 2001). La subunidad B1 del canal de Na’ puede interactuar con el canal Kv4.3
produciendo un aumento en la densidad del pico de la corriente, una aceleracion de la
inactivacion y un retraso en la recueracion de la inactivacion (Deschénes y Tomaselli, 2002;

Deschénes y cols., 2008).

Lc. Regulacion de la I

La fosforilacion, tanto a través de la proteina kinasa A (PKA) como de la proteina kinasa
C (PKC), altera las propiedades del canal que genera la /,,;, modificando tanto la cinética
como la expresion del canal en la membrana celular (Tamargo y cols., 2004b; Patel y cols.,
2005). El activador inespecifico de la serina/treonina y tirosina quinasa PMA inhibe la
corriente generada a través de los canales Kv4.2 y Kv4.3 al igual que la corriente nativa /i,
efecto que se suprime mediante la accion de la queleritrina (inhibidor de la PKC) o de la
estaurosporina (inhibidor inespecifico de las serina/treonina quinasas). La activacion de la
PKC aumenta las constantes de tiempo de inactivacidon y retrasa el curso temporal de la
recuperacion de la inactivacion de la [,; (Nakamura y cols., 1997). Es probable que la
isoforma de la PKC que esta mediando en la regulacion tanto de canales Kv4.3 como de la
corriente nativa /i, sea la a (Scholz y cols., 2011).

La CaMKII juega también un importante papel en la regulacion de la /i, acelerando la
inactivacion de los canales que generan esta corriente y retrasando la recuperacion de la
misma (Tessier y cols., 1999; Colinas y cols., 2006). Se ha descrito también que la regulacién
de la /i, por esta quinasa depende de la expresion de otro tipo de proteinas denominadas
guanilato-quinasas asociadas a membrana (MAGUKSs), en concreto la SAP97 que se expresa
en miocardio (El-Haou y cols., 2009) y que se ha demostrado que interacciona con otros
canales dependientes de voltaje de la familia Shaker (Leonoudakis y cols., 2001; Godreau y
cols., 2002; El-Haou y cols., 2009; Milstein y cols., 2012). Ademas diversos mediadores
celulares como la endotelina-1, los agonistas a-adrenérgicos y la angiotensina II, modulan la
expresion y la magnitud de la ;. Los agonistas a-adrenérgicos reducen la /i,; en miocitos
ventriculares de rata (Apkon y Nerbonne, 1988). La fenilefrina y el carbacol solo inhiben la
corriente generada por el canal Kv4.3 cuando éste se coexpresa con al-adrenoreceptores o

receptores M1, respectivamente, lo que sugiere que el efecto estaba mediado por la activacion
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de la PKC (Nakamura y cols., 1997). Por otra parte, la angiotensina II inhibe la [, en
miocitos ventriculares de rata, efecto que se prevenia por el PD123391, un antagonista
selectivo de receptores de angiotensina II (AT2). Esta inhibiciéon se suprimia con &acido
okadaico, un inhibidor de la serin-treonina-fosfatasa 2A, sugiriendo que la estimulacion de los
receptores AT2 inhiben la /;,; a través de la desfosforilacion producida por esta fosfatasa

(Caballero y cols., 2004).

Ld. Propiedades farmacologicas de la I,;

Como se ha mencionado anteriormente, la /i, s y la /i, s se pueden diferenciar atendiendo a
su sensibilidad farmacoldgicas. La 4-AP bloquea los dos componentes, pero lo hace de
manera significativamente diferente. El bloqueo de la /i, presenta las caracteristicas clasicas
de un bloqueo de estado abierto del canal, es decir, produce un bloqueo uso-dependiente con
un bloqueo tonico minimo y una aceleracion de la inactivacion. Sin embargo, la 4-AP bloquea
el estado cerrado del canal que genera la [,s. El bloqueo del estado cerrado no solo se
manifiesta en la reduccion de la amplitud del pico de la /i, ¢, sino que también es apreciable en
el enlentecimiento de la cinética de activacion e inactivacion (Campbell y cols., 1993a y b;
Patel y Campbell, 2005). El uso de diversas toxinas también permite la identificacion del
fenotipo de la fi,;. La HPTX, (150 nM) no presenta ningun efecto sobre la /s registrada en
miocitos endocardicos de hurén y ventriculares de raton; sin embargo inhibe
significativamente la /,,¢ de miocitos epicardicos registrada en las mismas especies (Guo y
cols., 1999; Xu y cols., 1999). Las PaTXs también interactuan especificamente con la ¢
(Diochot y cols., 1999).

La quinidina y la propafenona producen un bloqueo del estado abierto del canal y aceleran
la inactivacion de la o) (Wang y cols., 1995b). Ademads la quinidina produce un bloqueo
frecuencia-dependiente de la /i) que es consecuencia de una lenta disociacion del farmaco del
canal (Slawsky y Castle, 1994; Wang y cols., 1995b). El vernakalant también reduce la /;,; de
forma frecuencia-dependiente haciendo que en pacientes que presentan taquiarritmias
auriculares se produzca una prolongacion selectiva de la repolarizacion de la auricula (Tian y
Frishman, 2011)

Se ha propuesto que los bloqueantes de la /i) prolongan la DPA en miocitos auriculares
humanos (Shibata y cols., 1989) y en musculo isquémico ventricular (Mubagwa y cols.,

1994). Sin embargo, el bloqueo de la /i,; puede despolarizar el E,, de la fase de meseta lo que
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puede favoreer la inactivacion de la I, y acelerar la activacion de las corrientes de salida de
K" rectificadoras tardias. En consecuencia, la reduccion de la densidad de la 7, puede resultar
en un acortamiento de la DPA ventricular (Shibata y cols., 1989; Mubagwa y cols., 1994;
Oudit y cols., 2001).

Ademas, la distribucion heterogénea de la corriente puede aumentar la disparidad de la
DPA e incluso puede iniciar o perpetuar las arritmias por reentrada (Antzelevitch y cols.,

1991).

Le. La I,,; en diversas patologias

En situaciones como la insuficiencia cardiaca, la hipertrofia cardiaca, la isquemia
miocardica y el infarto de miocardio se produce una prolongacion de la DPA (Kééb y cols.,
1998; Tomaselli y Marban, 1999; Oudit y cols., 2001). En la hipertrofia cardiaca, esta
prolongacion se correlaciona con una disminucion de la /fi,; y de los niveles de ARNm de
Kv4.2 y Kv4.3 (Potreau y cols., 1995; Meszaros y cols., 1996; Nattel y cols., 2010). También
se ha descrito una disminucién de la /,,; y de los niveles de ARNm de Kv4.2 y Kv4.3 tras
infarto de miocardio (Kaprielian y cols., 1999; Huang y cols., 2000).

De igual forma, tanto la /i, como la expresion de Kv4.3 se encuentran significativamente
disminuidas en pacientes con FA (Van Wagoner y cols., 1997; Bosch y cols., 1999; Grammer
y cols., 2000; Workman AJ y cols., 2001; Michael G y cols., 2009; Nattel y cols., 2010).

De forma teoérica se habia postulado que el SB podria ser consecuencia de una
disminuciéon de las corrientes despolarizantes (Ina € Ica) 0 de un aumento de las
repolarizantes (/1) que actuan durante la fase de meseta del PA (Di Diego y cols., 2002).
Recientemente se ha identificado la primera mutacion en KCND3 que produce un aumento de
funciéon implicada en la aparicion de SB tipo 10 (Cerrone y Priori, 2011). Esta mutacion
produce un aumento en la densidad del pico de la /i, en el ventriculo izquierdo precisamente

donde la expresion de KCND3 es mayor (Giudicessi y cols., 2011).
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1I. La Iy,

Las células auriculares presentan una corriente de salida de K" denominada Ii,, que se
activa en el rango de potenciales de la fase de meseta del PA (Snyders y cols., 1993; Wang y
cols., 1993; Amos y cols., 1996; Feng y cols., 1998a). Su exclusiva presencia en el tejido
auricular contribuye a que la DPA en este tejido sea mas breve que en el ventricular (Feng y

cols., 1998b; Tamargo y cols., 2009; Barana y cols., 2010).

ILa. Caracteristicas de la Ix,,

La Ik, se activa rapidamente (<10 ms) y presenta una inactivacion parcial o incluso no se
inactiva en absoluto durante el curso temporal del PA (Figura 28A) (Apkon y Nerbonne,
1991; Wang y cols., 1993; Li y cols., 1996b; Tamargo y cols., 2004b). La recuperacion de la
inactivacion también es un procso muy lento, lo que tiene gran importancia para explicar la
dependencia de frecuencia de esta corriente a potenciales de membrana fisiologicos (Feng y
cols., 1998a y b).

En humanos, la Ik, se ha registrado en el tejido auricular, pero no en el ventricular
(Figura 28A) (Wang y cols., 1993; Li y cols., 1996b), por lo que se ha propuesto como diana
terapéutica para el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de arritmias auriculares

(Brendel y Peukert, 2002; Nattel, 2002; Tamargo y cols., 2009).
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Figura 28. Caracteristicas de la lg,. (A) Ik, registrada en miocitos auriculares humanos (MAH) tras la
aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior. Tras aplicar el mismo protocolo en miocitos
ventriculares humanos (MVH), la I, no aparece. (B) Deteccion por PCR de canales Kv que generan corrientes
tipo Iy, en muestras auriculares humanas (panel superior) y representacion de la expresion relativa del ARNm
de cada uno (panel inferior). En el panel superior, la flecha corresponde a la banda del control interno. (C)
Corriente generada por canales Kv1.5 humanos expresados en células L#k tras la aplicacion del protocolo que se
muestra en la parte superior de la figura. [Adaptadas de Li y cols., 1996b (A), Bertaso y cols., 2002 (B) y Gémez
y cols., 2005 (C)]
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11.b. Composicion de los canales que generan la Iy,

Existen diversas subunidades o Kv que generan corrientes similares a la Ix, (Kv1.2,
Kvl.5, Kv2.1, Kv3.1), que difieren en sus propiedades farmacologicas (Tabla 12). La
sensibilidad a 4-AP y la resistencia al TEA y a la dendrotoxina (DTX) de la Ik, humana y de
raton parecen indicar que es la subunidad oo Kv1.5 la responsable de generar esta corriente en
ambas especies (Nattel y cols., 1999). Por el contrario, en el perro (Kv3.1) o en la rata (Kv1.2
en auriculas y Kv2.1 en ventriculos) parecen estar implicadas otras subunidades o Kv

(Roberds y cols., 1993; Snyders y cols., 1993; Grissmer y cols., 1994; Mathie y cols., 1998).

Subunidad o Gen 4-AP (uM) TEA (mM) DTX (nM) CTX (nM)
Kv1.2 KCNA2 200-800 10-560 1-17 14
Kv1.5 KCNAS5 50-250 330 >200 >100
Kv2.1 KCNB1 500 6-10
Kv3.1 KCNC1 29 0.1-0.2 >1000 >1000

Tabla 12. Propiedades farmacologicas de los distintos canales Kv responsables de la Ig,. 4-AP: 4-
Aminopiridina. CTX: Caribdotoxina. DTX: Dendrotoxina. TEA: Tetraetilamonio. [Adaptada de Nattel y cols.,
1999]

La expresion de canales Kv1.5 humanos en sistemas heter6logos permite registrar una
corriente rectificadora tardia que presenta las caracteristicas biofisicas y farmacoldgicas de la
Ik (Figura 27). Aunque la proteina Kv1.5 se expresa en igual proporcion en auricula y en
ventriculo humano, s6lo forma canales funcionales en la auricula (Fedida y cols., 1993; Wang
y cols., 1993; Li y cols., 1996b). Ademads, en miocitos auriculares humanos cultivados en los
que se usan oligonucleotidos antisentido contra el ARNm de la subunidad Kv1.5 no se
registra la Ixy: (Feng y cols., 1997b), confirmando el papel de Kv1.5 en la corriente nativa.

Se ha descrito que las subunidades a de la familia Kv1 se pueden asociar con miembros
de la familia de subunidades Kvf (England y cols., 1995; Accili y cols., 1997; Martens y
cols., 1999), siendo las subunidades KvB1 y KvB2 las que se expresan en el miocardio
humano (McCormack y cols., 1999). Cuando se coexpresan con Kv1.5, las subunidades Kvf31
participan en la regulacion del canal proporcionando sitios de interaccién para quinasas
(PKA, PKC) (Kwak y cols., 1999) y modificando la inhibicion producida por diferentes
farmacos como la quinidina o la bupivacaina (Gonzéalez y cols., 2002). Por su parte, la
asociacion de la subunidad Kvp2.1 con canales Kvl.5 disminuye la expresion en la
membrana, aumenta el grado de la inactivacion lenta y desplaza el punto medio de la curva de

activacion hacia potenciales mas negativos (Uebele y cols., 1996; Accili y cols., 1997).
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1l.c Regulacion de la Ix,,

El canal Kv1.5 y las subunidades Kvf poseen multiples sitios consenso de fosforilacion
para la PKA y la PKC.

Distintos estudios indican que la coexpresion de Kvp1.3 con el canal Kvl.5 es necesaria
para el aumento de la corriente mediado por PKA (Kwak y cols., 1999) mientras que la
subunidad Kvf1.2 aumenta el efecto inhibitorio mediado por PKC (Williams y cols., 2002).

La coexpresion de los canales Kv1.5 con receptores que estimulan la fosfolipasa C (PLC),
como son el receptor humano de trombina y el 5-HT, disminuye la amplitud de la Ik, sin
modificar la cinética ni la dependencia de voltaje de la activacion (Timpe y Fantl, 1994). La
inyeccion simultanea de inositol 1,4,5-trifosfato (IP;) y Miristato-acetato de forbol (PMA)
reproduce esta modulacion, sugiriendo que estos receptores pueden modular el canal Kv1.5 al
activar la PLC.

Ademas, los canales Kv1.5 también pueden ser regulados por el NO a través de la via
GMPc/PKG. Donadores de oxido nitrico (NO) como el SNAP disminuyen la corriente

generada por estos canales de manera concentracion-dependiente (Nufiez y cols., 2006).

11.d. Propiedades farmacologicas de la Ix,,

La Ik, es una corriente relativamente insensible a TEA, Ba®", antiarritmicos de la clase 111
y algunas de las metanosulfonidas, pero es altamente sensible a 4-AP (Snyders y cols. 1993;
Wang y cols. 1993; Grissmer y cols., 1994; Wang y cols., 1995b; Feng y cols., 1997;
Tamargo y cols., 2004b). La inhibicion selectiva de Ik, con 4-AP, prolonga la DPA en el
tejido auricular humano pero no modifica el periodo refractario ventricular en el perro.

Los estudios de mutagénesis han demostrado que los residuos Thr507, Leu510, Val514
del S6 son criticos en la unién de quinidina (Yeola y cols., 1996), benzocaina (Caballero y
cols., 2002) y bupivacaina (Franqueza y cols., 1997). Pero también se ha demostrado que en
la boca externa del canal formada por el lazo P y por las regiones adyacentes de los segmentos
S5 y S6 se encuentran diversos sitios de unidon para farmacos (Carmeliet, 1993; Nerbonne,
2000; Tamargo y cols., 2004b).

Dado que la Ik, es una corriente exclusivamente auricular, en los ultimos afios se ha
propuesto que los fArmacos que actuen como inhibidores selectivos de la misma, podrian ser

utiles para el tratamiento de las arritmias auriculares y que ademas carecerian de efectos
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adversos a nivel ventricular (Brendel y Peukert, 2002; Nattel, 2002). Los principales
inhibidores selectivos de la Ik, que se han identificado son NIP-142, S9947, AVEOI118,
S0100176, S20951 y vernakalant. Estas moléculas no modifican el intervalo QT, prolongan
significativamente el periodo refractario auricular (izquierdo > derecho) y disminuyen la
vulnerabilidad de la auricula izquierda (AI) e incluso revierten la FA a RS (Matsuda y cols.,
2001; Brendel y Peukert, 2002; Knobloch y cols., 2002; Blaauw y cols., 2004; Dorian y cols.,
2007). Desafortunadamente, existen pocos datos clinicos sobre la seguridad y eficacia de
estos farmacos. Sin embargo existen datos esperanzadores. Wettwer y colaboradores
demostraron que el bloqueo de la Ik, tanto por el 4-AP como por el AVE0118, desplazaba a
potenciales mas positivos la fase de meseta del PA tanto en pacientes en RS como en
pacientes con FA (Wettwer y cols., 2004). Ademas, ambos farmacos prolongan la DPA en

pacientes con FA, no asi en pacientes en RS.

1l.e. La Ixy, en diversas patologias

En ratas, tras infarto de miocardio, la expresion del gen Kv2.1 disminuye con los
correspondientes cambios en la corriente (Qin y cols., 1996).

Por otro lado, se ha identificado un polimorfismo en la region C-terminal del canal
(Pro532Leu) que aparece con una frecuencia de 1.1% en la poblacion afroamericana (Drolet y
cols., 2005; Simard y cols., 2005). En estos individuos la Ik, generada es practicamente
idéntica a la nativa, sin embargo presenta una sensibilidad menor a firmacos antiarritmicos
como quinidina y propafenona (Simard y cols., 2005). También se ha descrito una mutaciéon
(Glu375X) en el gen KCNES que produce una pérdida de funcion del canal Kv1.5 y que se

relaciona con la aparicion de FA familiar tipo 7 (Olson y cols., 2006).

III. La I,

El componente rapido de la corriente de salida de K™ con rectificacion tardia contribuye a
la fase 3 de la repolarizacion y juega un importante papel en el control de la DPA y del
periodo refractario (Hancox y cols., 1998; Tseng, 2001; Tamargo y cols., 2004b, Sanguinetti,
2010). La importancia de la I, se ha puesto de manifiesto gracias a diferentes patologias en
las que se producen mutaciones tanto en la subunidad a (Sanguinetti y cols., 1995 y 1996a)

como en las subunidades 3 (Abbott y cols., 1999), que se pueden manifestar como SQTL
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congénitos o adquiridos (Splawski y cols., 2000; Tamargo, 2000) y que se han relacionado
con un aumento del riesgo de sufrir arritmias. Ademas, la Ik, es la diana terapéutica de los
farmacos antiarritmicos de clase III (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990; Spector y cols., 1996a;

Nattel y Singh, 1999).
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Figura 30. Caracteristicas de la lg,.. (A) Corriente registrada en miocitos ventriculares humanos en ausencia
(O) y en presencia (@) de E-4031 tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior izquierda y
corriente sensible al E-4031 correspondiente a la [, (derecha). (B) Registro de la corriente generada por
subunidades Kv11.1 registrada en células CHO tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte
superior. Se muestran las transiciones entre las diferentes conformaciones del canal (A: Activo. C: Cerrado. I:
Inactivo). (C) Representacion esquematica de los distintos estados del canal Kvl1.1. [Adaptadas de Li y cols.,
1996a (A), Caballero y cols., 2003 (B) y Sanguinetti y Tristani-Firouzi, 2006 (C)]

IIl.a. Caracteristicas de la I,

La amplitud de la Ik, va aumentando progresivamente con la despolarizacion del £y, hasta
alcanzar un méaximo a potenciales entre 0 y +10 mV. A potenciales mas positivos, la amplitud
disminuye debido a que la inactivacion del canal tiene lugar mas rapidamente que la
activacion (Figura 30) (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990; Li y cols., 1996a; Spector y cols.,
1996b; Smith y cols., 1996; Hancox y cols., 1998; Tseng, 2001). Sin embargo, cuando la
repolarizacion alcanza valores de Ey, negativos (en la fase 3 del PA), los canales que generan

la Ik, se recuperan rapidamente de la inactivacion y vuelven a entrar en el estado abierto (la
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velocidad de recuperacion de la inactivacion a través del estado abierto es mas rapida que la
de deactivacion), lo que da lugar a una corriente de gran tamafio que facilita la repolarizacién
final del PA (Figura 30) (Hancox y cols., 1998; Tseng, 2001). Por todo ello, el grado de
activacion de la Ik, durante la fase 2 viene determinado por la dependencia de voltaje y de
tiempo de la activacion de los canales, mientras que en la fase 3 su participacion estd
determinada por la recuperacion de la inactivacion y la deactivacion de los mismos (Tseng,
2001). Tanto las caracteristicas biofisicas como la distribucion de los canales que generan la
Ix: son especie-especificas. Asi, la densidad de la Ik, en el miocardio humano es mayor en el
ventriculo que en la auricula, mientras que en la rata y el cobayo ocurre lo contrario

(Sanguinetti y Jurkiewicz, 1991; Pond y cols., 2000; Tseng, 2001; Tamargo y cols., 2004b).

111.b. Composicion de los canales que generan la I,

La subunidad o Kv11.1 (antiguamente denominada hERG, human ether-a-go-go related
gene) es la responsable de la generacion de la Ik, (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990 y 1991).
Ademas de en el miocardio, esta subunidad se expresa en SN, musculo liso y células
tumorales (Curran y cols., 1995; Tseng, 2001). La subunidad Kv11.1 presenta, al menos, dos
isoformas debidas a modificaciones postranscripcionales en su extremo N-terminal (hERG1a
y hERGI1Db) con diferentes propiedades biofisicas (London y cols., 1997; Wang y cols.,
2000b), y se piensa que ambas isoformas se ensamblan en el miocardio para formar un canal
heterotetramérico (Jones y cols., 2004). Sin embargo, la Ik, nativa y la corriente generada por
los canales Kv11.1 (/ky11.1) expresados en sistemas heterdlogos se diferencian en el gating y la
conductancia del canal, asi como en la regulacion por la [K']e (Tseng, 2001; Tristani-Firouzi
y Sanguinetti, 2003), sugiriendo la participacion de subunidades auxiliares en la generacion
de esta corriente.

La utilizacion de oligonucledtidos antisentido contra el ARNm de minK producia una
disminuciéon en la amplitud de la Ik, en células AT-1, una linea tumoral de miocitos
auriculares, lo que sugiere la implicacion de esta subunidad en la formacion de los canales
que generan esta corriente (Yang y cols., 1995). De hecho, la amplitud de la Ik, era
significativamente menor en los cardiomiocitos de ratones minK”™ que en los de ratones
control. Ademas, la posterior coexpresion de minK en dichos miocitos producia el aumento

de la Ix; (Kupershmidt y cols., 1999). La coexpresion de minK también aumentaba la
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amplitud de la Iy, en células HEK293 (Human embrionic kidney cells) (McDonald y cols.,
1997).

Por otro lado, las subunidades Kv11.1 y MiRP1 son capaces de formar complejos estables
in vitro (Abbott y cols., 1999; Cui y cols., 2000). MiRP1 se expresa en fibras de Purkinje y
células del nodo del seno, mientras que a nivel auricular y ventricular su expresion es muy
baja (Lundquist y cols., 2005), por lo que se ha sugerido que so6lo interacciona con las
subunidades o Kv11.1 en el sistema de conduccion (Weerapura y cols., 2002). La importancia
de MiRP1 en la generacion de la Ik se ha puesto de manifiesto tras la descripcion de
mutaciones en el gen que codifica esta proteina, ya que producen la disminucion de la Ik, y se
relacionan con la aparicion de SQTL6 (Abbott y cols., 1999; Splawski y cols., 2000; Kass y
Moss, 2003).

Ill.c. La Ik, en diversas patologias

En un modelo canino de infarto, la densidad de la Ik, y los niveles de ARNm de Kv11.1 se
encuentran reducidos en miocitos ventriculares (Jiang y cols., 2000). Sin embargo, 48 horas
después del infarto, la densidad de la Ik, aumenta en las células de Purkinje subendocardicas,
generando un gradiente en la repolarizacion ventricular. Esta heterogeneidad en la
repolarizacion puede aumentar los efectos proarritmicos de ciertos fArmacos en pacientes con
infarto de miocardio. Ademads, tanto la hiperglucemia como la hipoglucemia inhiben la
corriente generada por canales Kvl1l.1 y pueden causar prolongacion del QT y arritmias
ventriculares, ya que el ATP proveniente de la glicolisis y de la fosforilacion oxidativa es

critico para la funcién de estos canales (Zhang y cols., 2003).

111.d. Canalopatias asociadas a las subunidades Kvi1.1 y MiRPI

Diferentes mutaciones en los genes que codifican las subunidades Kv11.1 y MiRP1 se han
relacionado con la aparicion de SQTL, SQTC tipo 1 y FA familiar tipo 2.

Se conocen mas de 200 mutaciones en el gen que codifica la subunidad Kv11.1 (KCNH2)
asociadas al SQTL (SQTL2). EI SQTL2 representa un 25-30% de los casos de SQTL y es el
que mayor mortalidad presenta (Roberts, 2006). Todas las mutaciones identificadas producen
una disminucion de la Ik, ocasionada por la pérdida/disminucion en la funcién del canal

Kvl11.1 (Curran y cols., 1995; Zhou y cols., 1998; Splawski y cols., 2000; Tseng, 2001;
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Rajamani y cols., 2002; Kass y Moss, 2003; Sanguinetti y Tristani-Firouzi, 2006, Sanguinetti,
2010; Amoro6s y cols., 2011). Una de ellas ha sido descrita recientemente por nuestro grupo.
Caracterizamos una mutacion sin sentido asociada a SQTL2 producida por la sustitucion de
un Glu por una Gly en la posicion 637 identificada en una familia espafiola. Esta mutacion
abolia la rectificacion interna mediante la supresion de la inactivacion tipo C del canal Kv11.1
y eliminaba la selectividad por el K. Estas alteraciones producian una marcada disminucién
de la amplitud de la corriente durante el PA lo que explicaba la prolongacion del intervalo QT
que se obsevaba en los pacientes que presentaban esta mutacion (Amords y cols., 2011).
También se han descrito mutaciones en el gen que codifica la subunidad MiRP1 (KCNEZ2)
asociadas a la aparicion del SQTL6 (Abbott y cols., 1999; Splawski y cols., 2000; Kass y
Moss, 2003).

La inhibicion farmacologica de la Ik, esta relacionada con la aparicion de un tipo de SQTL
que se denomina “SQTL adquirido” (De Bruin y cols., 2005; Sanguinetti y Tristani-Firouzi,
2006). Esta disminucion de la Ik, debida a fArmacos esta relacionada tanto con el bloqueo de
los canales Kv11.1 que la generan (Mitcheson y cols., 2000), como con la inhibiciéon del
transporte a membrana de los mismos (Dennis y cols., 2007). En ambos casos, se produce un
aumento de la DPA ventricular que prolonga el intervalo QT y el periodo refractario y
favorece el desarrollo de pospotenciales tempranos (Sanguinetti y cols., 1996a; De Bruin y
cols., 2005; Sanguinetti y Tristani-Firouzi, 2006). Ademas, la prolongacion de la DPA es
mayor en las células M que en el tejido subepicardico y subendocardico del ventriculo, lo
aumenta la dispersion de la repolarizacion ventricular (Haverkamp y cols., 2000; Tseng,
2001; Redfern y cols., 2003).

Por tltimo, existen mutaciones en el gen KCNH2 relacionadas con la aparicién del SQTC
tipo 1 (SQTCI1) (Brugada y cols., 2004). El SQTC se caracteriza por un acortamiento del
intervalo QT del ECG (<300 ms) y una marcada aceleracion de la repolarizacion lo que
predispone a padecer FA, FV y/o muerte subita (Gussak y cols., 2000; Brugada y cols., 2004;
Bjerregaard y Gussak, 2005). Hasta ahora se han descrito dos mutaciones relacionadas con el
SQTCI1, la sustitucion de una Asn por una Lys en la posicion 588 y la sustitucion de una Thr
por una Ile en la posicion 618 (Gaita y cols., 2003; Brugada y cols., 2004; Hong y cols., 2005;
Sun y cols., 2011). Ambas mutaciones producen un aumento de la corriente de salida de K,
lo que se traduce en un acortamiento del intervalo QT (Brugada y cols., 2004; Schimpf y

cols., 2005).
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1V. La Ik,

El componente lento de la corriente de salida de K con rectificacion tardia participa
fundamentalmente en la fase 3 de los PA auriculares y ventriculares (Jespersen y cols., 2005;
Tamargo y cols., 2004b). La importancia de la ks en la repolarizacion se pone de manifiesto
porque las mutaciones en los genes que codifican los canales que generan esta corriente estan

relacionadas con la aparicion de diversos sindromes arritmogénicos (SQTL, SQTC, FA).

IV.a. Caracteristicas de la Iy,

La Ik se activa a potenciales mas positivos de -30 mV, alcanza la mitad de su activacion
maxima a +20 mV (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990; Kurokawa y cols., 2001). La cinética de
activacion de la Ixs es muy lenta y su amplitud maxima en estado estable (unas 10 veces
mayor que el de la Ix;) s6lo se alcanza con despolarizaciones extremadamente prolongadas
(Mitcheson y Sanguinetti, 1999), mientras que su cinética de deactivacion es también muy
lenta y dependiente de voltaje (Virag y cols., 2001). La Ixs es la principal responsable del
control de la DPA ventricular a frecuencias rapidas, ya que, al aumentar la frecuencia
cardiaca, los canales que generan la Ik, tienen menos tiempo para deactivarse y se acumulan
en el estado abierto, propiciando una repolarizacion mas rapida y el acortamiento de la DPA

(Jurkiewicz y Sanguinetti, 1993; Delpon y cols., 1995).

1V.b. Composicion de los canales que generan la Ik

La subunidad o Kv7.1 (antiguamente denominada KvLQT1) se ensambla con la
subunidad auxiliar minK para generar una corriente que se activa lentamente y cuyas
caracteristicas se corresponden con las de la Ik nativa (Barhanin y cols., 1996; Sanguinetti y
cols., 1996b). La expresion en sistemas heterdlogos de la subunidad o Kv7.1 genera una
corriente (/ky7.1) que se activa rapidamente y se inactiva lentamente (Figura 31B) y cuyas
caracteristicas son claramente diferentes a las de la Igs nativa (Barhanin y cols., 1996;
Sanguinetti y cols., 1996b; Lee y cols., 1997). Por otro lado, la expresion de minK por si sola
no forma ningin canal funcional (Figura 31A). Sin embargo, la coexpresion de ambas
subunidades produce un incremento de la corriente generada, un retraso de la activacion del

canal y la desaparicion de la inactivacién, de manera que se obtiene una corriente con
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caracteristicas muy similares a las de la Ik nativa (Figura 31C) (Barhanin y cols., 1996;
Sanguinetti y cols., 1996b). Ademas, la presencia de minK modifica la sensibilidad al pH
intracelular y a la temperatura (Unsold y cols., 2000) y aumenta la conductancia de los
canales Kv7.1 (Pusch, 1998), asi como su afinidad tanto por los inhibidores (cromanol 293B,
HMR-1556, XE991) como por los activadores (el acido mefendmico y los acidos laurico,
oléico y docosahexanoico) de la Ixs (Busch y cols., 1997; Unsold y cols., 2000; Wang y cols.,
2000a). Actualmente se acepta que la Ixs se genera a través de canales formados por 4
subunidades o Kv7.1 ensambladas con, al menos, 2 subunidades auxiliares minK (Chen y

cols., 2003a) a través de un dominio en la region C-terminal de Kv7.1 (Schmitt y cols., 2000).
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Figura 31. Caracteristicas de la Ik,. (A y B) Corrientes registradas en células de mamifero transfectadas so6lo
con las subunidades minK (A) y Kv7.1 (B). (C) Corriente registada en nuestro laboratorio con ambas
subunidades a la vez. [Adaptadas de Sanguinetti y cols., 1996b (A y B)]

Hasta el momento se han identificado en el corazon 6 isoformas diferentes de Kv7.1
debidas a modificaciones postranscripcionales, siendo las isoformas 1 y 2 las de mayor
expresion en el miocardio (Lee y cols., 1997; Pereon y cols., 2000). Ademas, se ha descrito
que la subunidad Kv7.1 puede asociarse in vitro con los otros 4 miembros de la familia de
proteinas codificadas por los genes KCNE (MiRP1 a MiRP4) (McCrossan y Abbott, 2004;
Bendahhou y cols., 2005).
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1V.c. Canalopatias asociadas a las subunidades Kv7.1 y minK

Diferentes mutaciones en los genes KCNQ1 y KCNEI1, que codifican las subunidades
Kv7.1 y minK, respectivamente, se han relacionado con la apariciéon de SQTL tipos 1 y 5,
Sindrome de Jarwel Langer Nielsen (SJLN), SQTC tipo 2 y FA familar tipol (Cerrone y
Priori, 2011).

Los SQTL asociados a la Ixs se deben a mutaciones en los genes que codifican las
subunidades Kv7.1 y minK (SQTL1 y SQTLS, respectivamente) y se caracterizan por una
pérdida/disminucion en la funcion de los canales resultantes (Chouabe y cols., 1997; Schulze-
Bahr y cols., 1997; Splawski y cols., 2000; Kass y Moss, 2003). De todas ellas, las
mutaciones en la subunidad Kv7.1 son responsables de alrededor del 50% de los casos de
SQTL (Roberts, 2006). Ademas, se ha descrito una mutacion en el gen que codifica la
proteina yotiao (proteina de anclaje para la PKA, AKAP, 4-Kinase Anchoring Protein) que
también cursa con prolongacion del intervalo QT (SQTL tipo 11) (Chen y cols., 2007). La
regulacion (-adrenérgica de la Ixs requiere el ensablaje de la proteina yotiao con la subunidad
o Kv7.1 (Marx y cols., 2002).

Existen ademds otras mutaciones en los genes KCNQI y KCNEI relacionadas con la
aparicion del SJILN (sindrome de Jervell y Lange-Nielsen), variante autosomica recesiva del
SQTL, que se caracterizan por una pérdida/disminucion en la funcion de los canales que se
forman (Chouabe y cols., 1997; Splawski y cols., 2000; Kass y Moss, 2003).

Por otra parte, se ha descrito una mutacién en la subunidad a Kv7.1 (Val307Leu) que
produce una ganancia de funcion del canal y que esta relacionada con la aparicion de SQTC
tipo 2 (Bellocq y cols., 2004) y mutaciones en Kv7.1 (Chen y cols., 2003b) y minK (Yang y
cols., 2004) que se caracterizan también por producir una ganancia de funcién de los canales

que generan y que se han asociado con la aparicion de FA familiar.

3. FIBRILACION AURICULAR

La FA es una taquiarritmia supraventricular caracterizada por una activacion
descoordinada y muy rapida (>350 latidos por minuto) (Nattel, 2002; Fuster y cols., 2006). La
FA presenta las siguientes caracteristicas electrocardiograficas: a) intervalos RR totalmente

irregulares, b) no se distinguen las ondas P en el ECG, aunque se puede apreciar algun tipo de
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actividad eléctrica auricular normal en algunas derivaciones, especialmente en la V1, y ¢) el
intervalo entre dos activaciones auriculares es generalmente variable e inferior a 200 ms.

(Figura 32) (Camm y cols., 2010; Waikili y cols., 2011).

A Ritmo Sinusal

Latido iniciado en el nodo SA

Activacion y contraccion de

N Transmision del impulso a
la auricula

los ventriculos a través del
nodo AV y el haz de Hiss-

Activacion ritmica de los Purkinje

ventriculos

"S
=]

ECG

B_. . .. .
Fibrilaciéon Auricular

Ultimo latido normal

Comienza la FA
Actividad eléctrica auricular
rapida e irregular
Contraccién auricular
ineficaz y descoordinada

Respuesta ventricular rapida e irregular
Debilita la contraccion ventricular

Figura. 32. Registros electrocardiograficos de RS y FA. (A) Esquema de los principales eventos ocurridos
durante un ciclo de activacion cardiaca: el impulso se inicia en el nodo SA, provocando la activacion de la
auricula, seguido por la conduccién atrioventricular via nodo AV y sistema de Hiss-Purkinje, para provocar la
activacion ventricular. En la zona inferior se muestra un ECG de RS. (B) ECG que muestra el inicio de FA tras
un latido en RS. La activacion auricular ahora es rapida e irregular, provocando una linea basal ondulante,
visible si el intervalo QRS y la onda T no son demasiado grandes (la actividad auricular continuada se representa
por la linea punteada). Durante la FA, la actividad auricular rdpida y descoordinada provoca una contraccion
ineficaz de la auricula (Adaptada de Waikili y cols., 2011).

La FA, segin la European Society of Cardiology (ESC), el American College of
Cardiology (ACC) y la American Heart Association (AHA), se clasifica en: a) FA de primer
diagnostico, cuando el paciente presenta FA por primera vez, sin tener en cuenta la duracién
de la arritmia ni la persistencia y severidad de los sintomas; b) FA paroxistica, autolimitada
generalmente a 48 h, aunque los episodios pueden durar hasta 7 dias; c) FA persistente, si el
episodio dura mas de 7 dias o si requiere cardioversion farmacologica o eléctrica para
restaurar el RS; d) FA crénica, de larga duracion (> 6 meses) y que no responde a

cardioversion.
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La FA es la arritmia cardiaca de mayor prevalencia en la poblacion general (1-2%). El
nimero de casos de FA aumenta con la edad, desde una prevalencia menor del 0.5% en
pacientes de entre 40-50 afos, a en torno a un 10 % en pacientes de 80 afios y a mas del 18%
en pacientes mayores de 85 afos (Fuster y cols., 2006; Camm y cols., 2010). Mas de 6
millones de europeos padecen esta arritmia y debido al progresivo envejecimiento de la
poblacion, se estima que su prevalencia se duplicara en los proximos 50 afios (Miyasaka y
cols., 2006; Heeringa y cols., 2006; Camm y cols., 2010; Lip y cols., 2012).

La FA duplica la mortalidad del paciente independientemente de otros factores de riesgo
diagnosticados (Stewart y cols., 2002). Ademas, provoca un aumento en el nimero de casos
de infarto de miocardio (aproximadamente el 20% se deben a FA (Kirchof'y cols., 2007)) y de
eventos tromboembodlicos, ya que favorece la aparicion de trombos intra-auriculares hasta en
un 26% de los pacientes (Wolf y cols., 1996), se diagnostica en un 15-35% de los pacientes
con insuficiencia cardiaca (Maisel y Stevenson, 2003) y es la complicacién postoperatoria
mas comun tras cirugia cardiaca, llegando a diagnosticarse en un 30% de los pacientes
sometidos a bypass coronario y en un 40% de las operaciones de valvula cardiaca (Crystal y
cols., 2004). Ademas, aumenta el numero de hospitalizaciones y disminuye la calidad de vida

y la capacidad de esfuerzo (Thrall y cols., 2006).

3.1. Génesis de la FA

A pesar del esfuerzo dedicado al estudio de la FA, todavia no se ha identificado un factor
unico que pueda considerarse per se la causa de la génesis y del mantenimiento de la FA.
Clasicamente se distinguen dos mecanismos por los que se generan las taquiarritmias
cardiacas: alteraciones en la secuencia de activacion del miocardio (reentrada) y alteraciones
en la iniciacioén del impulso (origen focal). En el caso de la FA, también se ha propuesto que
el origen de la arritmia puede ser o bien la reentrada, o bien la presencia de focos que generan
actividad a muy alta frecuencia. Los datos experimentales y clinicos demuestran que, en la
mayor parte de los pacientes, la FA se produce la reentrada de uno o varios frentes de ondas
de origen poco conocido.

En condiciones normales un impulso generado en el nodo sinusal muere tras la activacion
secuencial de auriculas y ventriculos, puesto que va quedando rodeado de tejido que acaba de

excitar y que se encuentra, por tanto, en periodo refractario. Sin embargo, en condiciones
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especiales, el impulso puede persistir y reexcitar dos 0 mas veces el miocardio, origindndose
el fendomeno de reentrada.

La reentrada consiste en la perpetuacion de un impulso en forma de frente de activacion
que gira constantemente en torno a un obstaculo inexcitable, definiendo con su trayectoria un
circuito cerrado y activando el miocardio adyacente en cada giro. Para que se inicie esta
recirculacion es necesario que el impulso se bloquee en una direccion (blogueo
unidireccional), obligando al frente a invadir el circuito en el sentido contrario. El bloqueo se
puede producir por la existencia de discontinuidades entre células (desacoplamiento celular o
fibrosis), por discontinuidades macroscopicas del miocardio (debido a que éste se organiza en
haces de fibras que convergen o divergen en distintos puntos), o por la presencia de
obstaculos inexcitables que pueden ser anatomicos (las inserciones de las venas cavas o una
escara quirurgica o de un infarto previo) o funcionales (tejido excitable que en un momento
dado no lo es) (Tamargo y Delpon, 2010).

El origen focal consiste en la aparicion de un foco ectdpico que genera actividad eléctrica
automatica que en el caso de la FA se localiza generalmente en la regiéon de las venas
pulmonares (VP), y que produce frentes de onda a elevadas frecuencias que se conducen al
resto de la auricula de forma fibrilatoria. Ambos mecanismos no son excluyentes entre si 'y, de
hecho, lo mas probable es que puedan coexistir (Nattel, 2002; Fuster y cols., 2006;
Kourliouros y cols., 2009).

3.1.1. Reentrada por multiples ondas

En 1924 Garrey (Garrey, 1924) postuld la existencia tedrica de circuitos de reentrada que
no estuvieran determinados por la presencia de un obstadculo anatomico alrededor del cual
girara el impulso. Mas adelante, Gordon Moe propuso que la FA implicaba la activacion
continua de la auricula por multiples frentes de onda (multiple wavelets theory) de longitud y
direccion variables. Segun esta hipotesis, todo el miocardio auricular participaria en el
mantenimiento de frentes de activacion simultdneos que continuamente giran, se dividen, se
fusionan o se extinguen. Los frentes de onda se fraccionarian en “ondas hijas” que se
autoperpetuarian, propagandose por las auriculas (Moe y cols., 1964) (Figura 33A). Es decir,
seglin esta hipotesis, la FA es el resultado de la activacion cadtica y desordenada del tejido

auricular por multiples frentes de reentrada.
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El soporte experimental de esta hipotesis fue aportado por Allesie y cols., (Allesie y cols.,
1985) que cartografiaron cdmo la excitacion se extendia por la auricula durante la generacion
de una FA rapida en presencia de ACh, demostrando la existencia de multiples ondas de
propagacion que provocaban una actividad auricular turbulenta. El frente de onda se
estableceria de tal forma que recorriese el minimo trayecto para mantener la reentrada,
generando un circuito al que denominé leading circle. Este modelo propuesto por Allesie,
demostraba que eran necesarios entre 4 y 6 frentes de onda para mantener la FA. (Allesie y
cols., 1985; Comtois y cols., 2005; Jalife, 2011). Un concepto importante para comprender la
teoria de Allesie es el de longitud de onda, que se define como la distancia que recorre el
impulso eléctrico durante un periodo refractario, siendo el producto del periodo refractario por
la velocidad de conduccion. Para que la activacion auricular persista de forma continua, es
decir, que el frente de onda reexcite el miocardio auricular, es necesario que el tiempo que el
impulso tarda en recorrer el circuito sea superior al tiempo que el tejido tarda en recuperar su
excitabilidad (es decir, superior al periodo refractario auricular). La coexistencia de periodos
refractarios auriculares cortos y no uniformes y de una velocidad de conduccion intra-
auricular lenta, aumenta el nimero de circuitos de reentrada y facilita el automantenimiento
de la FA.

Mas adelante, experimentos de registros simultdneos con multiples electrodos
demostraron la existencia de multiples frentes de onda en pacientes con FA (Cox y cols.,
1991). La teoria de los multiples frentes de onda, sin embargo, no indica déonde ni cémo se
generan los circuitos de reentrada. Durante muchos afios, esta ha sido la teoria dominante en
la explicacion de la génesis de la FA, sin embargo, estudios cartograficos experimentales y
clinicos pusieron en duda que este mecanismo fuera la unica causa de FA (Mandapati y cols.,

2000; Sanders y cols., 2005).

3.1.2. Origen focal de la FA.

A principios del siglo XX se postuld la idea de que la FA se producia por un foco ectdpico
cuya actividad se conducia al resto de la auricula (Winterberg, 1907). En los afios 20, David
Scherf recuper6 la teoria de la existencia de un foco automatico para explicar la génesis de la
FA. En sus experimentos aplicaba aconitina en el epicardio auricular induciendo FA, que
podia parar enfriando la zona y reiniciar calentandola. Este hallazgo, unido a que la

estimulacion vagal aceleraba la frecuencia de la arritmia inducida por la aconitina, le llevé a
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proponer la teoria del centro taquisistolico (“foco automatico”) como mecanismo de
generacion de las arritmias cardiacas (Scherf, 1958) (Figura 33B). Sin embargo, dado que en
los afios 60 la teoria dominante era la de los multiples frentes de reentrada, no se prestd mas
atencion a la teoria focal hasta finales de siglo, cuando el Dr. Haissaguerre describid casos de

FA paroxistica en pacientes debidos a descargas focales repetitivas desde las VP, que podian

ser suprimidas mediante la ablacion del foco de origen (Haissaguerre y cols., 1998).

Figura. 33. Representacion esquematica de los mecanismos de génesis de FA. La superficie endocardica de
las auriculas se representa a través de las valvulas mitral y tricuspide, mostrandose los orificios de la vena cava
inferior (VCI), el seno coronario (SC) y las venas pulmonares izquierdas (VP). Las superficies de color
anaranjado representan los frentes de activacion y las flechas indican la direccion de propagacion del frente, con
un borde de avance claro y una estela de refractariedad oscura. Las zonas grises representan lineas de bloqueo
funcional. Las zonas rayadas en negro representan haces anisotropicos: la cresta terminal (CT) en la auricula
derecha y el haz de Bachmann en la izquierda. A: activaciéon por multiples ondas, sin un punto localizado de
origen, que se mantiene por la propia dinamica de los frentes de activacion. B: mecanismo focal en el que la
activacion irregular (fibrilatoria) tiene su origen en un foco automatico de alta frecuencia (estrella amarilla) en
una vena pulmonar. C: rotor anclado en torno a la VP inferior izquierda como motor de la activacion, que
también produce conduccion fibrilatoria. (Adaptada de Garcia-Cosio, 2007)

Los mecanismos responsables de la aparicion de la actividad focal podrian ser diversos,
entre los que cabe destacar:

e Presencia de células de las VP con actividad automatica: Las VP, especialmente en su

porcion mas distal, en la zona en la que el vaso se une con el tejido de la Al, presentan
células con menor /¢, e I, pero con mayor corriente transitoria de entrada despolarizante
(I11) y corriente marcapaso (Ir), por lo que son capaces de desarrollar actividad automatica
a elevadas frecuencias (Cheung, 1981; Chen y cols., 2001) (Figura 34A). Aunque las VP
son la fuente mas frecuente de actividad focal ectopica, también se puede generar en otras
localizaciones como la vena cava superior, el ligamento de Marshall, la pared libre
posterior izquierda, la cresta terminal y el seno coronario (Haisaguirre y cols., 1998; Chen

y cols., 1999).

e Automatismo anormal: El automatismo anormal es el mecanismo por el que cualquier

célula cardiaca que estd parcialmente despolarizada (-60 /-55 mV), puede generar

impulsos espontaneamente. La despolarizacion puede ser consecuencia de la isquemia, la
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fibrosis, la hiperpotasemia o una miocardiopatia. La fase 0 de los PAs generados por
automatismo anormal se debe a la entrada de Ca®", puesto que a esos niveles de potencial
de membrana los canales de Na' se encuentran en estado inactivo. Esto explica por qué la
aparicion de automatismo anormal se ve favorecida en presencia de farmacos que
aumentan la /¢, (catecolaminas) y por qué los impulsos generados se conducen
lentamente.

Actividad desencadenada: se denomina asi a las oscilaciones del potencial de membrana,

denominadas postpotenciales precoces, si ocurren durante la repolarizacion (fases 2 y 3
del PA) (Figura 34B) o postpotenciales tardios, si tienen lugar durante la fase 4 del PA,
una vez completada totalmente la repolarizacion (Figura 34C) (Wakili y cols., 2011). Si
estas despolarizaciones alcanzan el potencial umbral podran generar PA (actividad
desencadenada) muy prematuros, que pueden iniciar frentes de activacion.

La aparicion de focos ectopicos generados por postpotenciales precoces esta
favorecida por situaciones que prolongan la fase de meseta del PA. Se han identificado
mutaciones que producen la pérdida de funcion de canales de K’ que participan en la
repolarizacion, como Kv1.5 (Olson y cols., 2006), Kv7.1 y minK (Ehrlich et al., 2005;
Bartos et al., 2001; Girmatsion et al., 2011) en pacientes afectados por formas hereditarias
de FA. Se ha propuesto que en estos pacientes la marcada prolongacion de la DPA
auricular promoveria la apariciéon de postpotenciales precoces que, a su vez, generarian
PA a altas frecuencias que desencadenarian la FA.

La aparicion de postpotenciales tardios se ve favorecida en condiciones de sobrecarga
de [Ca*]; o que potencian la activacion del intercambiador NCX. La [Ca’" libre]; aumenta
marcadamente durante la contraccion cardiaca, mientras que disminuye durante la
relajacion diastolica, porque parte del Ca*" es introducido en el reticulo sarcoplasmico,
mientras que otra parte es extraida por el intercambiador NCX. Este transportador es
electrogénico, ya que introduce 3 iones Na" por cada i6n Ca*" que extrae, generando I,
que podria iniciar el postpotencial tardio (Nattel, 2002; Waikili y cols., 2011). El
remodelado auricular que sufren los pacientes con FA da lugar a alteraciones en el manejo
del [Ca®™]; (principalmente un aumento en la liberacion del Ca®" desde el reticulo
sarcopldsmico y un aumento en la actividad del intercambiador NCX) que favorecen la
aparicion de postpotenciales tardios (Ver apartado 3.3.1) (Figura 34D) (Voigt y cols.,
2012).
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Figura 34. Mecanismos de actividad focal ectépica. A: Registros de PA en las VP de conegjo. B:
Postpotenciales precoces. Despolarizaciones anormales de la membrana durante la fase de repolarizacion. C:
Postpotenciales tardios. Despolarizaciones anormales de la membrana tras la repolarizacion.) D: Registros
de las oscilaciones del potencial de membrana en miocitos de un paciente en RS (arriba) y de un paciente
con FA cronica (abajo) tras estimulacion durante 1 minuto a 0.5 Hz. Como se puede observar, los registros
en miocitos de pacientes con FA muestran postpotenciales tardios [4daptadas de Chang y cols., 2012 (A);
Wakili y cols., 2011 (B 'y C); Voigt y cols., 2012 (D)].

Los frentes de excitacion generados por cualquiera de los mecanismos descritos, se
generan a frecuencias muy elevadas (15-20 Hz), por lo que no se conducen en la auricula
de forma continua, sino que se produce conduccién “fibrilatoria”, desorganizandose la
activacion tanto mas, cuanto mas se aleja del foco que la genera.

e Frentes de onda espirales o rotores. Se ha demostrado que los frentes que invaden el

miocardio cuando la excitabilidad disminuye en un punto no son lineales, sino curvos. Se
denomina rotor a la reentrada generada por frentes curvos que gira en torno a un eje
vertical imaginario denominado pivote a gran velocidad. Los rotores generan frentes de
excitacion a frecuencias muy altas (>10 Hz) que invaden el resto de la auricula de forma
desorganizada y que presentan conduccion fibrilatoria.

La teoria de los rotores nace de la observacion de reacciones quimicas en medios
excitables, y estd muy influenciada por hallazgos obtenidos en experimentos de imagen de
flujos de [Ca®]; en oocitos de Xenopus y por el resultado de simulaciones en modelos
matematicos (Schotten y cols., 2011). El musculo cardiaco es un medio excitable y como

tal, comparte muchas de las caracteristicas observadas en este tipo de medios, en cuanto a
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la propagacion de ondas espirales. Al mismo tiempo que Allesie desarrollaba su concepto
del leading circle, se desarrollaron experimentos quimicos y modelos matematicos que
predecian que el corazon podria tener actividad eléctrica que rotase alrededor de un
obstaculo funcional (Jalife, 2011). Aunque no universalmente aceptada, la teoria de los
rotores se ha convertido en una importante explicacion mecanistica de la FA (Voigt y
cols., 2010; Skanes, 2009; Narayan y cols., 2012).

La velocidad de conduccion de un frente de excitacion en el miocardio depende de la
relacion entre la intensidad de la corriente despolarizarte proporcionada por las células
excitadas (source) y la corriente necesaria para la excitacion de las células en reposo que
el frente encuentra en su avance (sink) (source/sink ratio). Haciendo una aproximacion
simplificada, en el caso de un frente lineal, cada célula excitada es responsable de la
despolarizaciéon de “una tnica célula” por lo que este balance es equilibrado y la velocidad
de conduccion del frente es unica y estable. Por el contrario, en el caso de un frente
espiral, la curvatura del frente implica que el numero de células en reposo que debe ser
despolarizado por cada célula excitada aumenta, de modo que la carga de la célula
excitada debe repartirse entre varias células para que el frente pueda avanzar. Esto implica
que la velocidad de conduccion disminuye y lo hara tanto mds cuanto mayor sea la
curvatura del frente. Por tanto, la velocidad de conduccion de un frente espiral no es
unica, sino que disminuye progresivamente a medida que la curvatura del frente aumenta
y nos acercamos al pivote del rotor. De hecho, el pivote del rotor se mantiene en reposo a
pesar de que el tejido sea excitable (Fast y Kleber, 1997; Comtois y cols., 2005; Schotten
y cols., 2011). Ademas, el pivote del rotor tiene un poderoso efecto electrotonico, por lo
que tiende a provocar un acortamiento de la DPA a sus alrededores, lo que, junto con la
baja velocidad de conduccién, explica la corta longitud de onda en sus proximidades
(Schotten y cols., 2011; Jalife 2011).

En consecuencia, un frente de onda espiral no se puede definir por una unica longitud
de onda, puesto que la velocidad de conduccion y el periodo refractario no son iguales a lo
largo de todo el frente, sino que aumentan continuamente desde el eje hasta la periferia

(Beaumont y cols., 1998; Jalife, 2011).
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3.1.3. Localizacion de los focos de FA

Recientemente se ha publicado el primer estudio de mapeo espaciotemporal de la
dindmica de la FA en 49 pacientes que iban a ser sometidos a ablacion (Narayan y cols.,
2012). Cuarenta y siete de los 49 pacientes presentaban rotores estables, y once de los 49
mostraban ademas focos automaticos que provocaban conduccion fibrilatoria a su alrededor.
Las tres cuartas partes de las fuentes fibrilatorias se localizaban en la Al Este resultado
concuerda con los datos experimentales obtenidos mediante andlisis espectral de alta
resolucion, que muestran que la pared posterior de la Al es la que alberga las fuentes con
actividad espaciotemporalmente organizada mas rapida. (Mandapati y cols., 2000; Kalifa y
cols., 2006). Los frentes de onda generados por estas fuentes adquieren patrones de
conduccion espacialmente complejos a medida que se acercan a la AD, y en conjunto, se
manifiestan como un patrén de conduccion fibrilatoria (Berenfeld y cols., 2002). Por tanto, el
avance tecnologico ha permitido demostrar que en algunos tipos de FA existe un patron
organizado en la actividad eléctrica auricular que no concuerda con la activacion caotica
propuesta por la teoria de los multiples frentes de onda.

Diversos estudios en modelos animales de FA paroxistica y cronica sugieren que la Al es
la auricula principalmente implicada en el mantenimiento de la FA. Dos estudios en un
modelo bovino de FA cronica (Mansour y cols., 2001; Skanes y cols., 1999) demostraron que
las frecuencias mas rapidas ocurrian en la pared posterior de la Al y que existia un gradiente
de frecuencia AI-AD. En un modelo canino de FA paroxistica (Morillo y cols., 1999), se
describia que las frecuencias eran mas rapidas en la Al que en la AD. Otro grupo de
investigacion que utilizaba este mismo modelo (Sih y cols., 2000), describi6 que en la FA
cronica el gradiente de frecuencias AI-AD se mantenia y que las frecuencias eran mas rapidas
en ambas auriculas en el modelo de FA crénica que en el de FA paroxistica. Un estudio en
pacientes que iban a ser sometidos a ablacion quirtrgica de las VP llevado a cabo por el grupo
de Lazar y cols. (Lazar y cols., 2004) obtuvo las siguientes conclusiones: 1) que existe un
gradiente de frecuencias AI-AD, en consonancia con los resultados en modelos
experimentales y 2) que este gradiente desaparecia cuando la FA se mantenia durante mas de
un mes, lo que se atribuia a un aumento de la frecuencia de la AD hasta hacerse similar a la de
la AL

El soporte experimental a la idea de que la mayoria de las fuentes de FA se localiza en la

Al viene de estudios en pacientes que demuestran que el aislamiento mediante ablacion de las

84



Introduccion

VP es una estrategia efectiva para parar la FA paroxistica (Medi y cols., 2011). Sin embargo,
es importante tener en cuenta que en un gran porcentaje de los pacientes, mantener el RS a
largo plazo requiere repetir el proceso de ablacion de los focos o administrar tratamiento
crénico con antiarritmicos, demostrando que los focos generados en la zona de las VP no son
los tnicos responsables del mantenimiento de la FA. Es razonable especular que el tejido
auricular, al estar sometido de forma continua a altas frecuencias y al ser bombardeado de
forma heterogénea con ondas fibrilatorias durante la FA, sufra un proceso de remodelado
eléctrico suficiente para la aparicion de nuevas fuentes y rotores en ambas auriculas, fuera de
la zona de las VP (Sanders y cols., 2005). Aunque esta idea aun estd por confirmar, también
explicaria el bajo indice de éxito en evitar la aparicion de rotores secundarios en la AD tras
ablacion de las fuentes primarias en la Al (Jalife, 2011).

La razoén por la cual la Al alberga las fuentes con mayores frecuencias todavia no se
comprende del todo. Probablemente la causa sea multifactorial, por lo que es necesario el
estudio de las propiedades especificas de la Al. Estas propiedades pueden resumirse en: a) la
Al estd expuesta a una mayor presion intracavitaria y por lo tanto sus paredes y musculos son
mas gruesos y heterogéneos que los de la AD; b) Las VP estan localizadas en la Al; c) los
bordes del fasciculo septopulmonar de la pared posterior de la Al forman una barrera
tridimensional efectiva que dificulta la propagacién de los impulsos eléctricos prematuros
generados en las VP (Hocini y cols., 2010). A medida que se desplazan por la auricula,
algunas de estas ondas pueden romperse, iniciando el proceso de reentrada; d) la rica
inervacion de la pared posterior de la Al , ya que en muchos pacientes, los paroxismos de FA
son iniciados por descargas simpaticas o vagales (Sarmast y cols., 2003; Shen y cols., 2012);
e) los procesos de dilatacion y estiramiento establecen las condiciones para la formacion de
los rotores primarios en la pared posterior de la Al (Kalifa y cols., 2003; Yamazaki y cols.,
2009); 1) la edad, la disfuncion diastolica, el remodelado eléctrico y la fibrosis establecen el
sustrato ideal para la FA (Swartz y cols., 2009; Lubitz y cols., 2010; Savelieva y cols., 2010).
Todos estos procesos tienden a ser mas marcados en la Al que en la AD (Swartz y cols.,
2009).

Sin embargo, no existian apenas datos en cuanto a las posibles diferencias en las
propiedades electrofisiologicas entre los miocitos de ambas auriculas que pudieran explicar
por qué las fuentes de origen de la FA y la mayor frecuencia de la actividad aparecen en la Al
Hasta la fecha, la mayor parte de los datos en lo que respecta a las diferencias en las

caracteristicas eléctricas entre ambas auriculas proviene de estudios con animales de
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experimentacion. Un estudio en un modelo de ratén (Nygren y cols., 2004) determind que la
DPA era mas corta en los miocitos de la Al que en los de la AD. Otro estudio en perros (Liy
cols., 2001) demostré una mayor densidad de Ik, en los miocitos de la Al que en los de la AD
y no encontr6 diferencias significativas en ninguna de las demds corrientes estudiadas. En
otro estudio en ratén (Lomax y cols., 2003) se comparaban las corrientes tiempo- y voltaje-
dependientes de K™ de ambas auriculas, siendo mayores en la Al que en la AD, lo que
justificaba que la DPA registrada fuera significativamente mas corta en los miocitos de la Al
que en los de la AD.

En lo que respecta a los humanos, un estudio que comparaba la Ix; de la AD y la Al de
pacientes con FA paroxistica y en RS (Voigt y cols., 2010), concluyd que existe un gradiente
AI-AD de densidad de Ix; que probablemente contribuye a la existencia de focos de actividad
a altas frecuencias en la Al de los pacientes con FA paroxistica, ya que un aumento en la
densidad de la Ix; abrevia la DPA e hiperpolariza los miocitos auriculares, aumentando la
disponibilidad de canales de Na', lo que facilita la estabilizacién y la aceleracion de los
rotores que mantienen la FA.

A la vista de la falta de datos, parece necesaria la investigacion de las caracteristicas
electrofisiologicas que diferencian la Al de la AD en el hombre, lo que permitird una mejor
comprension de los mecanismos de génesis y mantenimiento de la FA, y por ende, una mejora

en la terapéutica de la misma.
3.2. Causas y condiciones asociadas a la FA
La FA se asocia a una gran variedad de enfermedades cardiovasculares y condiciones

clinicas que promueven la aparicion y la perpetuacion de la FA, asi como con varias causas.

o Causas reversibles de FA. La FA puede ser un proceso temporal asociado a la ingesta

de alcohol, la cirugia cardiaca/coronaria, la electrocucion, el infarto de miocardio, la
pericarditis, la miocarditis, el embolismo pulmonar y otras enfermedades pulmonares, el
hipertiroidismo y otros desérdenes metabolicos. Por lo general, en estos casos, el tratamiento
de la causa termina con el episodio de FA. (Fuster y cols., 2006; Camm y cols., 2010)

. FA sin enfermedad cardiovascular asociada. Aproximadamente el 30-45% de los

casos de FA paroxistica y el 20-25% de los casos de FA permanente ocurren en pacientes

jovenes sin ninguna enfermedad cardiovascular previa (Levy y cols., 1999). Por otra parte, la
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edad aumenta el riesgo de desarrollar FA, posiblemente debido al envejecimiento del tejido
miocardico y a los trastornos en la conduccion derivados del mismo (Camm y cols., 2010).

. FA asociada a enfermedad cardiovascular. Las enfermedades cardiovasculares que

mas comunmente se asocian a FA incluyen las valvulopatias (especialmente la valvulopatia
mitral), la insuficiencia cardiaca (clases II-IV segln la clasificacion de la New York Heart
Association [NYHA]), la cardiopatia isquémica, la enfermedad coronaria y la hipertension, en
particular si va asociada a hipertrofia del ventriculo izquierdo (VI). Ademas, la FA también
puede asociarse a la miocardiopatia hipertrofica, la cardiomiopatia dilatada y las cardiopatias
congénitas, especialmente en patologias de la comunicacion interauricular (Fuster y cols.,
2006; Camm y cols., 2010).

o Obesidad. Es un importante factor de riesgo independiente para el desarrollo de FA
(Frost y cols., 2005), relacionado con la dilatacion de la Al. Su tamafio aumenta gradualmente
cuando el indice de masa corporal (IMC) pasa de ser normal a indicar sobrepeso y obesidad.
Una Al dilatada es el sustrato ideal para el mantenimiento de la FA. En el estudio Europace,
un 25% de los sujetos con FA, tenian un IMC >27.5 (indicador de obesidad moderada)
(Nébauer y cols., 2009).

o FA familiar o genética. La FA familiar es mds comun de lo que previamente llego a

pensarse, aunque debe ser diferenciada de la FA secundaria a cardiomiopatias hereditarias.
Hasta el momento, se han descrito formas de FA asociadas con mutaciones en el gen que
codifica el péptido natriurético auricular (Hodgson-Zingman y cols., 2008), mutaciones de
pérdida de funcion en el gen que codifica la subunidad o del canal de Na“ (SCN5A), o de
ganancia de funcion en el gen KCNQI, que codifica la subunidad o del canal de K" Kv7.1y
en el gen que codifica su subunidad accesoria (MiRP1), provocando un aumento de la Ik
(Chen y cols., 2003; Yang y cols., 2004) y una mutacion de ganancia de funcion en el gen
KCNI2, que codifica el canal de K™ Kir2.1 (Xia y cols., 2005).

. Influencia del sistema nervioso autonomo. El equilibrio entre las influencias

simpaticas y vagales es un importante predictor de FA. Descargas simultaneas simpatico-
vagales contribuyen al desarrollo y mantenimiento de arritmias auriculares, ya que aumentan
tanto la Ic, como la liberacion espontanea de Ca>" desde el reticulo sarcoplasmico, acortando
la DPA (Shen y cols., 2012). Aunque algunos pacientes presentan un predominio del tono
vagal minutos antes de la apariciéon de un episodio de FA y otros, predominio del tono
simpatico, estos casos representan los extremos de ambas influencias. La FA por mediacion

vagal suele ocurrir por la noche o después de las comidas, mientras que la FA de tipo
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adrenérgico, ocurre tipicamente por el dia (Maisel, 2003). Se estan desarrollando nuevas
estrategias que incluyen la ablacién y la estimulacion ganglionar que podrian reducir la
actividad nerviosa arritmogénica, pero es necesario un mayor conocimiento de las mismas

para poder ser aplicadas a nivel clinico (Shen y cols., 2012).

3.3. Remodelado en la FA

La FA provoca una alteracion de las propiedades auriculares, tanto a nivel
electrofisiologico como a nivel estructural, promoviendo su propio mantenimiento y
recurrencia, ya que hace que la auricula se convierta en el sustrato idoneo para la perpetuacion
de la arritmia. Asi pues, se puede decir que la FA promueve la FA (4F begets AF) (Wijffels y
cols., 1995; Nattel y cols., 2000; Workman y cols., 2001; Krogh-Madsen y cols., 2012). Esta
adaptacion fisiopatologica de las auriculas al ritmo fibrilatorio se denomina remodelado
auricular. Mas especificamente, los cambios que afectan a la excitabilidad y a la actividad
eléctrica de los miocitos auriculares se denominan remodelado eléctrico y los cambios en el
tamafio de la cadmara, depdsito de coldgeno y estructura en general, remodelado estructural

(Van Wagoner y Nerbonne, 2000).

3.3.1 Remodelado eléctrico

Este concepto se refiere a los cambios en las propiedades eléctricas de la auricula
producidos por la FA y que promueven la aparicién de FA. Fundamentalmente consiste en el
acortamiento de la DPA y por ende, del periodo refractario, a todas las frecuencias de
estimulacion, favoreciendo que un mayor nimero de frentes de onda de excitacion convivan
simultanea y desordenadamente en la auricula (Wijffels y cols., 1995; Nattel y cols., 2000;
Tamargo y cols., 2004a; Dobrev, 2006; Schotten y cols., 2011; Wakili y cols., 2011).

El acortamiento de la DPA y del periodo refractario ocurre minutos después del inicio de
la FA. El remodelado eléctrico también suprime la adaptacion de la DPA a la frecuencia
cardiaca, que es un mecanismo de proteccion frente a la aparicion de arritmias (Wijftels y
cols., 1995). Finalmente, tras varias semanas de FA, se produce una disminucion de la
velocidad de conduccidon intra-auricular, que a su vez contribuye a la progresion del

remodelado eléctrico y a la perpetuacion de la arritmia (Allessie y cols., 2001; Tamargo y

cols., 2004a).
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El remodelado eléctrico es debido a cambios en la expresion y en las propiedades de los
canales i0nicos responsables de las corrientes que generan el PA auricular (Van Wagoner y
cols., 1999; Nattel y cols., 2000; Gaborit y cols., 2005; Schotten y cols., 2011; Wakili y cols.,
2011; Michael y cols., 2009).

Se ha descrito que la FA produce una disminucion no significativa de la Iy, (= 10%), y un
desplazamiento de la curva de inactivacion hacia potenciales mas positivos, lo que demuestra
que la FA produce alteraciones en las propiedades biofisicas de los canales de Na" (Bosch y
cols., 1999). La expresion de la subunidad o de los canales de Na' no se ve modificada por la
presencia de FA (Brundel y cols., 2001). Por el contrario, la densidad de la Ic,1 se reduce un
70% en los pacientes con FA (Van Wagoner y cols., 1999; Bosch y cols., 1999; Skasa y cols.,
2001; Schotten y cols., 2011), como consecuencia de una disminucién en la expresion del
ARNm y de los niveles de Cavl1.2, la subunidad o del canal de Ca®" tipo L (Brundel y cols.,
2001; Gaborit y cols., 2005; Schotten y cols., 2011). La disminucion de la Ic,r es un
mecanismo compensatorio que trata de reducir la sobrecarga de Ca>" que produce la elevada

frecuencia cardiaca propia de la FA, y ocurre de forma inmediata (Figura 35).
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Figura 35. Hipoétesis de la sobrecarga de Ca’" en el remodelado eléctrico de la FA. Los miocitos se adaptan a
la taquicardia auricular disminuyendo la carga de Ca”". Esto ocurre mediante la reduccién de la IcapL, y todas las
modificaciones en las corrientes de potasio que conforman el remodelado eléctrico y estructural (fibrosis y
alteracion de conexinas [Cx]) pero a expensas del acortamiento en la DPA y por lo tanto, de una mayor
susceptibilidad a la recurrencia y perpetuacion de la FA. (Adaptada de Dobrev,2006).
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El Ca’" se une a un sitio de alta afinidad en el canal provocando una inactivacion del canal
Ca**-dependiente (Michael y cols., 2009). Se ha descrito que este aumento en la [Ca®'];,
ademads activa y aumenta la expresion de la calpaina, enzima proteolitica que probablemente
sea la responsable de la disminucion en los niveles de Cav1.2 (Goette y cols., 2002; Brundel y
cols., 2002). También se han descrito varios mecanismos subcelulares por los cuales la
sobrecarga de Ca*" y la reduccién de la Ic,p podrian mediar el remodelado auricular,
incluyendo la activacion de kinasas o fosfatasas Ca*’-dependientes, ademas de mecanismos
inflamatorios asociados con un aumento del estrés oxidativo (Michael y cols., 2009). El
manejo del [Ca*']; también se encuentra alterado en los miocitos de pacientes con FA (Liang
y cols., 2008; Neef y cols., 2010; Wakili y cols., 2011). El reticulo sarcopldsmico es la
principal organela en la que se acumula el i6n. La entrada de Ca*" al miocito durante la fase
de meseta del PA provoca la liberacién de Ca* del reticulo sarcoplasmico a través del RyR2.
Esta liberacion de Ca®" durante la sistole es la responsable de la contraccion cardiaca. Tras la
repolarizacion, la relajacién cardiaca diastdlica ocurre cuando el Ca®" es retirado de vuelta al
reticulo sarcoplasmico mediante una bomba de Ca®’, la Ca’* ATPasa del reticulo
sarcoplasmico (SERCA). Posteriormente, el exceso de Ca®" diastélico se extrae del citosol
mediante el intercambiador NCX. Los estudios en tejido auricular de pacientes con FA
muestran un manejo alterado del Ca>", que provoca liberaciones espontaneas de Ca>" desde el
reticulo sarcoplasmico durante la didstole. Sin embargo, la recaptacion de Ca®" por parte del
reticulo sarcoplasmico no se encuentra modificada, sugiriendo que las descargas espontaneas
de Ca” son debidas a alteraciones en la funciéon del RyR2. En particular, la FA promueve la
fosforilacion de las Ser2808 y 2814 del RyR2 por parte de la PKA y la CaMKII,
respectivamente (Neef y cols., 2010). La fosforilacion del RyR2 aumenta, a su vez, su
sensibilidad al Ca®", aumentando su probabilidad de apertura. La sobrecarga de Ca®" también
induce un mal funcionamiento del RyR2 via hiperfosforilacion de fosfolambano, un inhibidor
de la SERCA que al hiperfosforilarse pierde su capacidad inhibitoria, promoviendo una
mayor recaptacion de Ca>” por el reticulo sarcoplasmico.

Estos hallazgos sugieren que el desarrollo de tratamientos cuya diana sean las
disfunciones del reticulo sarcoplasmico auricular (como por ejemplo, la inhibicion de la de la
CaMKII, el bloqueo de los canales RyR2 o la manipulacion del transporte de iones mediado
por el intercambiador NCX), podria ofrecer posibilidades terapéuticas para la FA.

El potencial terapéutico de los inhibidores de cinasas ha sido ampliamente cuestionado,

debido a que la secuencia de las cinasas estd altamente conservada y a la ubicuidad de estas
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enzimas. Esto hace que el disefio de farmacos especificos y tejido-selectivos sea
practicamente imposible por el momento.

Por otra parte, el bloqueo directo del RyR2 también podria regular la liberacion
espontanea de Ca*" desde el reticulo sarcopldsmico. Se ha descrito que la tetracaina (un
anestésico local) aumenta la concentracion de Ca®" necesaria para que se inicien las descargas
espontaneas a través del RyR2, reduciendo esta via de liberacion anormal de Ca>” (Venetucci
y cols., 2006). También se ha descrito que la flecainida (antiarritmico de clase I) disminuye la
probabilidad de apertura del RyR2 (Hilliard y cols., 2010). Sin embargo, el principal
mecanismo de accion de ambos farmacos es el bloqueo de canales de Na', lo que puede
provocar arritmias ventriculares, especialmente en pacientes con enfermedad coronaria. El
desarrollo de farmacos similares que no tengan efectos sobre los canales de Na', podria ser
una terapia eficaz en el tratamiento de la FA (Dobrev y Wehrens, 2010).

Por 1ultimo, otra aproximacion terapéutica para mejorar la disfuncion del reticulo
sarcoplasmico podria consisitir en un bloqueo del intercambiador NCX so6lo en la direccion en
la que extrae el Ca®". Esto evitaria la generacion de It y prevendria la aparicion de
postpotenciales tardios. Sin embargo, aunque existen algunos inhibidores del NCX en
desarrollo, tienen escasa selectividad y bloquean distintos canales y transportadores, lo que
limita su potencial terapéutico (Dobrev y Wehrens, 2010).

Por lo que respecta a las corrientes de salida de K', la FA produce una marcada
disminucioén de la /i, atribuida a una disminucién del nivel de ARNm y de la expresion de la
proteina Kv4.3 (Van Wagoner y cols., 1999; Bosch y cols., 1999; Brundel y cols., 2001;
Workman y cols., 2001; Michael y cols., 2009, Nattel y cols., 2010). En cuanto a la Ik, se ha
descrito que, aunque los niveles de ARNm de Kv1.5 no se modifican, la cantidad de proteina
se reduce en pacientes con FA debido a un proceso proteolitico, haciendo que la Ik, también
se vea disminuida (Van Wagoner y cols., 1999; Bosch y cols., 1999; Brundel y cols., 2001;
Christ y cols., 2008). La disminucién de estas dos corrientes repolarizantes fue una sorpresa,
ya que una menor salida de K tendria como efecto una prolongacion de la DPA y del periodo
refractario. Se ha propuesto que la disminucion de estas corrientes podria ser un mecanismo
de defensa celular en un intento de contrarrestar el acortamiento de la DPA provocado por la
disminucion de la Ic,1. En relacion a las corrientes de K" con rectificacion tardia, los datos
son bastante limitados, probablemente debido a la gran dificultad técnica que conlleva
registrarlas en miocitos humanos aislados. Seglin los datos disponibles, la FA no altera la Ik,

(Bosch y cols., 1999). Por lo que respecta a la Ik se han descrito tanto un aumento como una
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disminucion en la expresion de las proteinas Kv7.1 y de minK (Bosch y cols., 1999; Lai y
cols., 1999; Gaborit y cols., 2005; Michael y cols., 2009), subunidades a y B respectivamente,
que forman los canales que generan esta corriente. Sin embargo, hasta la fecha, la Ixs no se
habia registrado ni se habian comparado sus propiedades en miocitos de pacientes con y sin
FA.

La FA produce alteraciones en las corrientes de K' con rectificacion interna y éstas tienen
un importante papel en los cambios en la repolarizacién y en la arritmogénesis. La Ix; se
encuentra aumentada en pacientes con FA, debido a un marcado aumento en la expresion de
los canales Kir 2.1, responsables de la generacién de esta corriente y a un aumento en la
probabilidad de apertura del canal, que podria explicarse por alteraciones en el grado de
desfosforilacion del canal (Michael y cols., 2009; Bosch y cols., 2009; Workman y cols.,
2001; Dobrev y cols., 2001; Gaborit y cols., 2005; Voigt y cols., 2010). Por otra parte, se ha
descrito que la FA promueve la activacion constitutiva de la /xkach, @ pesar de que se observa
una disminucion tanto del ARNm como de las proteinas Kir3.1 y 3.4, formadoras de los
canales responsables de esta corriente (Brundel y cols., 2001). Esta activacion constitutiva es
debida a una fosforilacion anormal del canal mediada por PKC (Cha y cols., 2006; Dobrev y
cols., 2005; Schotten y cols., 2011).

Ademas, se ha observado un aumento del ARNm del canal que genera la Iy (Lai y
cols., 1999). En miocitos aislados de VP de perros sometidos a frecuencias de estimulacion
auriculares de 780 latidos por minuto durante 6-8 semanas, se observd mostraban un marcado
aumento en la densidad de la /r (Chen y cols., 2001). Por el momento, no se ha descrito en
humanos si el remodelado eléctrico producido por la FA produce modificaciones en la
amplitud de esta corriente o en la expresion de los canales HCN que la generan, pero un
aumento de la misma podria contribuir a la actividad ectopica auricular (Dobrev y Ravens,

2003).

3.3.2. Remodelado estructural

La FA produce alteraciones progresivas de la estructura del tejido auricular,
convirtiéndolo en el sustrato perfecto para su perpetuacion. Estas alteraciones se manifiestan
como dilatacion, que aumenta el tamafio de la cdmara y como fibrosis, que disminuye la
velocidad de conduccidon del impulso eléctrico (Henry y cols., 1976; Ausma y cols., 1997;

Allesie y cols., 2001). En modelos experimentales de FA, este remodelado tiene una
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naturaleza predominantemente adaptativa, sugiriendo un mecanismo de proteccion por parte
del miocito frente al estrés ambiental.

En 1976 ya se describid que los pacientes con FA presentaban un aumento del tamafio de
la Al (Henry y cols., 1976). A continuacién, en 1977, se public6é uno de los primeros estudios
en el que se describian las alteraciones histoldgicas asociadas a la FA (Thiedemann y Ferrans,
1977). La evaluacion microscopica del tejido auricular de pacientes con valvulopatia mitral
mostraba grados variables de fibrosis, un importante nimero de células hipertrofiadas y otras
que habian sufrido miolisis. Sus nucleos habian cambiado de forma y tamafo vy,
ocasionalmente, se observaban células con mas de un nicleo. Se descubrié que mas del 90%
de estos pacientes con alteraciones estructurales severas padecian FA. Mas adelante, el grupo
de la Dra. Boyden describio los cambios histoldgicos que sufrian las auriculas dilatadas de
perros con fibrosis de valvula mitral. En este modelo, el volumen de la auricula era hasta seis
veces mayor de lo normal y la mayoria de los animales sufrian arritmias auriculares. Ademas,
se observaba un aumento dréstico del grado de fibrosis intersticial (Boyden y cols., 1982).
Mary-Rabine y cols. relacionaron la presencia de FA y de dilatacion auricular con el grado de
anormalidades histoldgicas como hipertrofia y miolisis (Mary-Rabine y cols., 1983). Mas
recientemente, se ha demostrado que a nivel tisular, el remodelado estructural se caracteriza
por una pérdida de miocitos y por cambios en la composicion de la matriz extracelular, con
fibrosis tanto difusa como en forma de parches (Aldhoon y cols., 2010).

A nivel celular, los cambios estructurales producidos por la FA incluyen: (1) aumento del
tamafio celular, (2) acumulacion perinuclear de glucogeno, (3) pérdida central de los
sarcomeros o miolisis, (4) alteraciones en la expresion de conexinas, (5) cambios en la
morfologia de las mitocondrias, (6) fragmentacion del reticulo sarcoplasmico, (7) distribucion
homogénea de la heterocromatina en el nucleoplasma de los miocitos mioliticos (asociada a
procesos de desdiferenciacion celular) (Ausma y cols., 1999; Riicker-Martin y cols., 2002) y
(8) cambios en la cantidad y localizacion de proteinas estructurales celulares (Allesie y cols.,
2002; Aldhoon y cols., 2010).

Obviamente, las alteraciones en la estructura de la auricula no estan exclusivamente
relacionadas con la FA y hay que tener en cuenta que la mayoria de los pacientes con FA son
personas de edad avanzada y/o padecen otras enfermedades cardiovasculares que afectan a la
estructura cardiaca. Sin embargo, se ha descrito que en pacientes con FA aislada existe una

patologia auricular que conlleva necrosis de los miocitos, miocarditis y fibrosis (Frustaci y

cols., 1991 y 1997; Goette y cols., 2002).
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El remodelado estructural provoca una heterogeneidad eléctrica del tejido auricular,
disminuye la velocidad de conduccién y provoca desacoplamiento eléctrico, facilitando la
perpetuacion de la FA (Nattel, 2002; Allesie y cols., 2002). Al contrario del remodelado
eléctrico, los cambios estructurales son mucho menos reversibles y tienden a persistir tras la
restauracion del RS, lo que también explica por qué es tan probable la reinduccion de la
arritmia (Thijssen y cols., 2001; Aldhoon y cols., 2010).

De todos los factores que afectan a la estructura del miocardio auricular, los que han sido
estudiados mas extensamente son la fibrosis auricular y la alteracion en la expresion de

conexinas (Cx).

3.3.2.a. Fibrosis auricular

Se ha observado fibrosis auricular en biopsias tanto de pacientes con FA como de
pacientes con factores de riesgo de FA (valvulopatias, enfermedad reumatica cardiaca,
cardiomiopatia dilatada, hipertrofia cardiaca y edad avanzada) (Schotten y cols., 2011). Las
sefiales profibroticas actian sobre el balance entre las metaloproteinasas (principales
responsables de la degradacion de la matriz extracelular) y sus inhibidores tisulares. También
estimulan la proliferacion de fibroblastos y el deposito extracelular de fibronectina, colageno
tipo I a III, proteoglicanos y otros componentes de la matriz extracelular (Aldhoon y cols.,
2010).

El mecanismo concreto y las rutas de sefializacion implicadas en el desarrollo de fibrosis
auricular son todavia poco conocidas. Sin embargo, el sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA), la ruta intracelular del factor de crecimiento tisular B; (TGF-B,), la
inflamacién y los radicales libres parecen ser los principales implicados en la aparicion de
fibrosis auricular.

o SRAA. Se ha descrito que el aumento de la angiotensina II tisular esta relacionado con
la presencia de fibrosis auricular (Cardin y cols., 2003). Un estudio de Boldt y cols (Boldt y
cols., 2004) demostr6é que el receptor AT1 estaba sobreexpresado en la Al de pacientes con
FA, sugiriendo la asociacion entre el aumento de la actividad de la angiotensina I, el aumento
de los componentes de la matriz extracelular y el desarrollo de FA. Los efectos de la
angiotensina II sobre la composicion de la matriz extracelular y la expresion de coldgeno se
deben, en parte, a que provoca un aumento de la producciéon TGF-3; en el miocardio (Kupfahl

y cols., 2000; Campbell y Katwa, 1997). Un estudio en perros (Burstein y cols., 2007)
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demostrdé que la activacion de miocitos auriculares a elevadas frecuencias provocaba que
estos liberaran angiotensina II, que actuaba aumentando la produccion de TGF-B; que, a su
vez, provocaba la diferenciacion de fibroblastos en miofibroblastos secretores de proteinas de
matriz extracelular.

. TGF-B1. El TGF-B; es una citocina profibrética que controla la produccion y
composicion de la matriz extracelular en muchos tejidos, entre ellos el miocardio ((Border y
Noble, 1994; Khan y Sheppard, 2006). Tiene un papel destacado en la formacion de escara
tras infarto de miocardio o por hipertrofia cardiaca (Cipollone y cols., 2004). El papel del
TGF-B; en el remodelado estructural ha sido demostrado en un modelo de raton que
sobreexpresaba una forma de TGF-3; constitutivamente activa (Verheule y cols., 2004). Estos
ratones presentaban fibrosis auricular, heterogeneidad en la conduccion eléctrica y mayor
susceptibilidad a sufrir FA que los ratones control, a pesar de tener unos parametros
electrofisiologicos similares y una estructura y funcidon ventricular normales. Recientemente
se ha sugerido que la modificacion de la via de sefializacion TGF-B; podria ser una
posibilidad en la prevencion y tratamiento de la FA (Aldhoon y cols., 2010). Un estudio en
perros tratados con pirfenidona (una molécula antifibrética que reduce la expresion de TGF-
B1) (Lee y cols., 2006) mostr6 una reduccion significativa del remodelado auricular y del
riesgo de FA, asociadas a una disminucion de la expresion de TGF-3; y del grado de fibrosis
auricular. Posteriormente, se ha descrito que la relaxina podria ser un agente antifibrético
prometedor (Samuel y cols., 2007), aunque aun no se ha determinado su utilidad en la FA.
Tanto las cé€lulas auriculares como las ventriculares expresan receptores para relaxina. Esta
hormona, que provoca cambios en la matriz extracelular del sistema reproductor femenino
durante el embarazo, disminuye la expresion de TGF-B; y sus efectos sobre la sintesis de
matriz extracelular y sobre la diferenciacion de fibroblastos.

o Inflamacidn y especies reactivas de oxigeno. La evidencia de que el estrés oxidativo y

la inflamacion tienen relevancia en el remodelado estructural de la auricula es cada vez
mayor. Frustaci y colaboradores (Frustaci y cols., 1997) describieron que las biopsias
auriculares de pacientes con FA aislada presentaban, ademas de fibrosis, infiltrado
inflamatorio. El elevado indice de FA postquirtrgica resalta el papel de la inflamacion en el
desarrollo de la arritmia. La asociacion causal entre inflamacion y FA también fue propuesta
por Bruins y cols (Bruins y cols., 1997), al observar en un grupo de pacientes sometidos a
cirugia cardiaca, que el pico de incidencia de FA postquirargica coincidia con los niveles

maximos de proteina C reactiva (PCr). La PCr es una proteina de fase aguda que forma parte
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del sistema inmune innato. Se produce en el higado en respuesta a las interleuquinas 1 y 6
(Kourilouros y cols., 2009). La elevacion de los niveles plasmaticos de PCr se ha asociado
con un aumento en el riesgo de sufrir eventos cardiovasculares y su valor predictivo se ha
validado en varios estudios epidemioldgicos prospectivos (Ridker, 2003). Un estudio de
cohortes con 5806 sujetos de edad > 65 afios (Avilés y cols., 2003) demostré que el nivel
inicial de PCy era un predictor independiente de desarrollo de FA en un futuro. En otro
estudio (Dernellis y Panaretou, 2001) en 50 pacientes con FA de reciente aparicion, los
sujetos con altos niveles de PCr fueron mas propensos a la recurrencia de la FA tras
cardioversion con amiodarona que los que presentaban niveles bajos, sugiriendo que la PCg
podia ser un potente predictor de éxito en la cardioversion de FA.

Por otro lado, los principales efectores del dafio oxidativo auricular parecen ser la
NADPH-oxidasa miocérdica y la NO sintasa endotelial (Kim y cols., 2005). Un anélisis del
perfil de transcripcion genética del tejido auricular de pacientes con FA mostraba una
tendencia a la expresion de genes pro-oxidativos (Kim y cols., 2003). Ademéas, Mihm y cols
(Mihm y cols., 2001) demostraron que el dafio oxidativo en el miocardio auricular de
pacientes con FA se debe principalmente a la accion local de radicales hidroxilo y
peroxinitrito.

El estudio de los mecanismos de remodelado estructural ha dado lugar al desarrollo de un
nuevo concepto en la terapéutica de la FA, denominado terapia primaria (upstream therapy)
que consiste en el uso de firmacos no antiarritmicos que pretenden modificar de forma
especifica etapas concretas de los mecanismos que generan y mantienen la FA. Las
principales dianas en la prevencion primaria son la fibrosis auricular, la inflamacion y el
estrés oxidativo, aunque también se consideran los efectos directos e indirectos sobre los
canales ionicos auriculares, las uniones estrechas y el manejo del Ca®" intracelular. Los
agentes terapéuticos utilizados con este motivo incluyen a los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina I (IECA), los antagonistas del receptor ATI1, las estatinas y
probablemente, los corticoesteroides. Los estudios en animales de experimentacidon parecen
demostrar que estos firmacos tienen un efecto protector frente al remodelado estructural y
eléctrico asociado con la FA. Aunque no se han desarrollado estudios aleatorizados
controlados sobre el uso exclusivo de estos farmacos en la prevencion primaria de la FA, los
analisis retrospectivos de estudios en los que la FA era un objetivo secundario han mostrado
que los IECA y los antagonistas del receptor AT1 disminuyen la incidencia de FA en

pacientes con disfunciones cardiacas concomitantes significativas (disfunciéon del VI o
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hipertrofia), y que el tratamiento previo con estatinas reduce la incidencia de FA post-
quirurgica. Las guias europeas para el tratamiento de la FA incluyen recomendaciones para la
prevencion primaria de FA en estos grupos de pacientes. Sin embargo, por el momento no
existen evidencias suficientes como para ampliar las indicaciones de estos farmacos al
tratamiento de todos los pacientes con FA. No obstante, si un paciente recibe inhibidores del
SRAA o estatinas para el tratamiento de cualquier otra enfermedad concomitante
(insuficiencia cardiaca congestiva, hipertension, enfermedad coronaria, etc.), probablemente
pueda beneficiarse de la proteccidon que, en principio, pueden ofrecerle estos tratamientos
frente a la FA (Savelieva y cols., 2011a).

Por el contrario, los resultados del uso de estos mismos farmacos en prevencion
secundaria (es decir, para prevenir la reincidencia de FA, una vez la enfermedad ya se ha
establecido) son poco prometedores. A pesar de que los resultados de pequeios estudios o
analisis retrospectivos en determinadas categorias aisladas de pacientes han sido positivos,
estudios controlados aleatorizados con una mayor poblacion han dado lugar a controversias y
resultados, en su mayoria, negativos. Por el momento no ha podido determinarse si el uso de
estos tratamientos en prevencion secundaria tiene efectos en la mortalidad y el nimero de
eventos cardiovasculares mayores en los pacientes con FA. Este resultado no es sorprendente,
ya que si el remodelado estructural de la auricula estd muy avanzado, es dificilmente
reversible. Por lo tanto, todo apunta a que sélo se pueden alcanzar resultados satisfactorios si
la FA es detectada y tratada en etapas tempranas, antes de que la estructura auricular se haya

remodelado (Savelieva y cols., 2011b).

3.3.2.b. Alteraciones en la expresion de conexinas

Las Cx son una familia de proteinas sarcolemales. Seis Cx oligomerizan formando un
hemicanal o conexon, y dos conexones de dos células adyacentes forman un canal
intercelular, que pone en comunicacion directa los citoplasmas de las dos células adyacentes,
permitiendo la transferencia de iones y pequefias moléculas de hasta 1kDa. Las agrupaciones
de estos canales intercelulares formados por Cx se denominan uniones estrechas, estructuras
que se sitian predominantemente en los discos intercalares del extremo terminal de los
miocitos, y permiten la transmision del impulso eléctrico célula-célula. Las Cx mas
abundantes en la auricula son la Cx43 (se expresa tanto en tejido auricular como ventricular),

y la Cx40 (exclusivamente auricular) (Kourliourios y cols., 2009).
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Se ha descrito una gran variedad de cambios en cuanto a la expresion y localizacion de Cx
asociados a la FA y al remodelado auricular. No obstante, existen discrepancias que hacen
complicada la interpretacion de dichos resultados. En dos estudios que utilizaban modelos
caninos de FA, se ha descrito un aumento en la expresion de Cx43 (Elvan y cols., 1997;
Sakabe y cols., 2004), aunque en ninguno de los dos se estudio la expresion de Cx40. Van der
Velden y cols. utilizaron un modelo de FA cronica en cabras, en el que describieron que la
distribucion de la Cx40 era discontinua y que esta heterogeneidad aumentaba con el tiempo.
Ademas, a pesar de que los niveles y la expresion de Cx43 no se modificaban, el indice de
expresion Cx40/Cx43 disminuia, dado que los niveles de Cx40 disminuian con la persistencia
de la FA, (Van der Velden y cols., 1998 y 2000).

Los hallazgos mas consistentes en estudios que utilizan muestras auriculares de pacientes
con FA son un aumento de la expresion de Cx en las membranas laterales de los miocitos
(lateralizacion) (Kostin y cols., 2002) y un aumento de la heterogeneidad en la distribucion
(Dupont y cols., 2001; Kanagaratnam y cols., 2004; Kostin y cols., 2002). Dos estudios
mostraron un aumento en la expresion de Cx40 (Dupont y cols., 2001; Wetzel y cols., 2005);
otros tres, una disminucion (Kostin y cols., 2002; Nao y cols., 2003; Wilhelm y cols., 2006) y
s6lo uno no observaba modificaciones en la expresion (Kanagaratnam y cols., 2004). En
cuanto a la Cx43, un estudio mostraba un aumento de la expresion (Wilhelm y cols., 20006),
otro una disminucion (Kostin y cols., 2002), y otros cuatro no observaban modificacion de la
expresion de Cx43 (Dupont y cols.,, 2001; Wetzel y cols., 2005; Nao y cols., 2003;
Kanagaratnam y cols., 2004). En general, el unico hallazgo consistente es que la
heterogeneidad en la distribucion de las Cx aumenta, probablemente porque tienden a
desplazarse desde los extremos hacia los laterales del miocito. La heterogeneidad en la
distribucion de las Cx podria promover patrones de conduccién anormales y favorecer la
reentrada (Nattel y cols., 2007).

Ademas se han descrito mutaciones asociadas a cambios en la expresion de la Cx40. En
un estudio con pacientes con FA aislada, se encontraron mutaciones en el gen que codifica la
Cx40 en 4 de los 15 pacientes (Gollob y cols., 2006). En otro estudio se identificé un
polimorfismo en el promotor del gen de la Cx40 que reducia la expresion de la proteina y se
asocia a un mayor riesgo de sufrir FA (Firouzi y cols., 2004).

El deterioro en la comunicacion célula-célula mediada por las uniones estrechas favorece
el desarrollo de arritmias por reentrada (Duffy, 2008). En los ultimos afios ha comenzado la

investigacion en compuestos que aumentan la velocidad de conduccion de los canales
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formados por Cx, y que por tanto, en teoria, disminuirian el riesgo de desarrollar arritmias.
Entre estos compuestos se incluyen los péptidos antiarritmicos de primera (APP10 y ZP123)
y segunda generacion (GAP-134 y RXP-E) y péptidos que mimetizan la secuencia de las Cx
(Gap 26 y Gap 27). Los resultados de los estudios con estas moléculas parecen prometedores.
Sin embargo, aun es necesario determinar el peso que la disfuncion de las Cx tiene en la
génesis y el mantenimiento de la arritmia, para poder considerarlas agentes antiarritmicos en

la terapéutica de la FA (De Vuyst y cols., 2011).

3.3.3. Remodelado mecanico

La pérdida de la funcion contractil auricular asociada a la FA fue documentada por
primera vez en 1965 por Logan y colaboradores (Logan y cols., 1965). Mas adelante, estudios
ecocardiograficos describieron como la disfuncidon contractil auricular se correlacionaba con
la duracion de la FA, es decir, si el paciente habia estado en FA dos semanas, la funcién
contractil era recuperada a las 24 horas tras cardioversion, pero podria tardar mas de un mes
en recuperarse si la duracion de la FA habia sido de seis semanas (Manning y cols., 1994 y
1995). Mientras que la funcién auricular alterada tras paroxismos breves de FA parece ser el
resultado de cambios en el metabolismo celular, las taquiarritmias auriculares de larga
duracion podrian inducir cambios adicionales causando una disfuncion contractil auricular
mas persistente (Schotten y cols., 2011). La consecuencia clinica mas importante de la
pérdida de la contractilidad auricular debida a la FA es la disminucion de la velocidad del
flujo sanguineo en la auricula, lo que contribuye significativamente al riesgo de
tromboembolismo asociado a FA (Berger y Schweitzer, 1998). La pérdida de contractilidad
auricular también potencia la dilatacion auricular progresiva durante la FA y podria contribuir
a la posterior estabilizacion de la arritmia (Schotten y cols., 2004). Por el contrario, la
restauracion del RS ha demostrado disminuir el tamafio de la auricula (Gosselink y cols.,
1993; Van der Velden y cols., 2000).

Los mecanismos responsables de la disfuncion contractil auricular asociada a la FA no se
conocen del todo. En estudios clinicos y experimentales, el verapamilo era capaz de prevenir
la disfuncion auricular tras cortos periodos de FA, lo que sugeria que la disfuncién estaba
causada por la sobrecarga de Ca®" (Leistad y cols., 1996; Daoud y cols., 1999). Algunos
estudios destacan el papel de la disminucion de la /¢, como causa de la disfuncidon contractil

auricular (Sun y cols., 2001; Kneller y cols., 2002). Sin embargo, la recuperacion del
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remodelado eléctrico tras la cardioversion ocurre en 2-3 dias, mientras que la contractilidad
auricular tarda semanas o meses en restaurarse. Esto es indicativo de que la disminucién de la
Icay por si sola no puede explicar la persistencia de la disfuncion contréctil auricular tras FA
prolongada (Schotten y cols., 2011). Utilizando muestras de orejuela auricular derecha (OAD)
de pacientes sometidos a cirugia de la valvula mitral con FA crénica de larga duracion se
demostrd que la fuerza contrictil se habia reducido un 75% (Schotten y cols., 2001 y 2002).
Sorprendentemente, la reserva contractil y el contenido sarcomérico permanecian
practicamente inalterados, lo que sugiere que la contribucién de la miolisis a la pérdida de la
funcién contractil es muy limitada. También las propiedades diastdlicas se encontraban
totalmente conservadas, sugiriendo que no habia alteracion en la funcidén del reticulo
sarcopldsmico y ademas, la sensibilidad al estimulo f-adrenérgico se mantenia, al contrario de
lo que ocurre en las taquimiocardiopatias ventriculares, por lo que la disfuncion contractil
auricular tras FA prolongada debe ser causada por otros mecanismos (Schotten y cols., 2002).

Se ha sugerido que el estrés oxidativo (Mihm y cols., 2001) y la reduccion en la
fosforilacion de proteinas miofibrilares (El-Armouche y cols., 2006) pueden ser mecanismos
por los que se reduce la actividad del aparato contractil en pacientes con FA. También se ha
observado que la proteina C que se asocia con miosina se encuentra desfosforilada en
pacientes con FA (El-Armouche y cols., 2006), lo que podria estar relacionado con la
reduccion de la contractilidad de las miofibrillas auriculares. Un estudio algo mas reciente
(Belus y cols., 2010) demostré que existen cambios traduccionales y post-traduccionales que
aumentan la sensibilidad al Ca®" de las miofibrillas y alteran la contractilidad a nivel
sarcomérico. Estos cambios podrian contribuir al mantenimiento de la arritmia y al desarrollo

de dilatacion auricular.

3.4. Tratamiento farmacologico de la FA

El tratamiento de los pacientes con FA tiene como objetivo reducir los sintomas y
prevenir las complicaciones graves asociadas a la FA. Aunque se han desarrollado varias
aproximaciones terapéuticas no farmacologicas (cirugia, ablacion con catéter, cardioversion
eléctrica), la terapia con farmacos antiarritmicos es la base del tratamiento de la FA (Tamargo
y cols., 2009). El tratamiento farmacolédgico de la FA recomendado en las guias terapéuticas
actuales presenta dos estrategias principales: o bien la restauraciéon y mantenimiento del RS,

mediante el uso de antiarritmicos de clase I y III (principalmente flecainida, propafenona y
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amiodarona), o bien permitir el desarrollo de la FA pero controlar el ritmo ventricular,
mediante el uso de fairmacos depresores del NAV (B-bloqueantes, amiodarona, diltiazem y
verapamilo). Ademads es esencial, en combinacion con cualquiera de las dos estrategias, tratar
al paciente con farmacos anticoagulantes para evitar trombosis y accidentes cerebro-
vasculares (Fuster y cols., 2006; Tamargo y cols., 2009; Aliot y cols., 2011; Camm y cols.,
2010).

Cuanto mas tiempo permanece el paciente en FA, mas marcados son los cambios
electrofisiologicos y estructurales auriculares, y por lo tanto, mas dificil es la restauracion del
RS. En los estudios de seguimiento a largo plazo una proporcion significativa de pacientes
con FA paroxistica progresaron a FA cronica (Kato y cols., 2004; de Vos y cols., 2010), sin
embargo, el remodelado eléctrico producido por la FA puede ser revertido en algunos
pacientes si se mantiene el RS desde etapas tempranas, lo que sugiere que un diagndstico
precoz y un tratamiento adecuado de la FA son criticos para evitar la progresion de la

enfermedad (Hobbs y cols., 2000; Aliot y cols., 2011).

3.4.1. Tratamiento agudo

El manejo agudo de los pacientes con FA se debe centrar en aliviar los sintomas y valorar
el riesgo asociado a la FA. La evaluacion clinica debe incluir la estimacion del riesgo de sufrir
accidentes cardiovasculares y la busqueda de factores que predisponen a la FA y a
complicaciones de la arritmia (Camm y cols., 2010). El tratamiento inicial de los pacientes
con FA consiste en la proteccion aguda contra eventos tromboembodlicos y en mejorar la
funcion cardiaca.

La severidad de los sintomas relacionados con la FA debe ser la que haga decidir la
estrategia entre la restauracion del RS (en pacientes con sintomas graves) o el control del
ritmo ventricular, aun manteniendo la fibrilacion (en la mayoria de los pacientes) (Camm y
cols.,, 2010). Los ultimos algoritmos publicados recomiendan controlar la frecuencia
ventricular inicialmente, aunque los ensayos clinicos han demostrado que a largo plazo no
existen diferencias entre ambas estrategias en cuanto a supervivencia o morbilidad de los
pacientes (Wyse, 2005). Estas mismas guias, sin embargo, indican que antes de optar por el
control de la frecuencia ventricular, deben considerarse los efectos que puede provocar que el
paciente sufra FA cronica (Aliot y cols., 2011). En realidad estas dos estrategias no tienen por

qué ser excluyentes (Fuster y cols., 2006).
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Varios estudios clinicos (PIAF, STAF, RACE, AF-CHF, HOT CAFE y AFFIRM) han
demostrado que en pacientes ancianos con sintomas minimos, el control de la frecuencia
ventricular no se asociaba con un aumento de la mortalidad y morbilidad o con una
disminucién de la calidad de vida de los pacientes, en comparacion con los pacientes a los que
se les habia restaurado el RS (Wyse y cols., 2002; Carlsson y cols., 2003; Hagens y coles.,
2004; Hohnloser y cols., 2000; Marshall y cols., 2004; Opolski y cols., 2004; Roy y cols.,
2008; Van Gelder y cols., 2002; Alboni y cols., 2004; Corley y cols., 2004; Wyse 2005; Aliot
y cols., 2011). Es més, un meta-analisis (de Denus y cols., 2005) de los estudios PIAF, STAF,
RACE, HOT CAFE y AFFIRM confirm6 que en los pacientes con FA persistente o con alta
probabilidad de recurrencia, la estrategia de control de la frecuencia ventricular con terapia
antitrombotica concomitante era equivalente a la estrategia de restauracion y mantenimiento
del RS en cuanto a la prevencion de eventos clinicos.

a) Control agudo de la frecuencia ventricular. Esta opcion es la mas adecuada en los
pacientes con una respuesta ventricular rapida. El objetivo inicial es mantener una frecuencia
ventricular en reposo inferior a 100 Ipm, mediante la administracion oral de verapamilo,
diltiazem, PB-bloqueantes o digoxina. En pacientes graves puede administrarse ademas,
verapamilo o metoprolol intravenoso para reducir la velocidad de conduccion del nodo AV.
La tabla 14 resume las dosis, efectos secundarios e indicaciones de los firmacos que se

utilizan en el control de la frecuencia ventricular. (Camm y cols., 2010).

DOSIS INDICACIONES EFECTOS ADVERSOS
Interacciones farmacologicas,
Digoxina i.v. 0.5-1 mg en bolo Control de la frecuencia en taquiarritmias ventriculares,
v.0. 0.0625-0.25 mg/dia reposo trastornos gastrointestinales,
trastornos en la vision.
i.v. 2.5-5 mg en bolo cada En pacientes con tono Hipotension, bloqueo,
Metoprolol 5 min hasta 15 mg adrenérgico elevado e insuficiencia cardiaca,
v.0. 25-200 mg/dia isquemia miocardica broncoconstriccion.

i.v. 0.5 mg /Kg carga

L . . En pacientes con tono Hipotension, bloqueo,

Esmolol 151101211, tseg}l ido (tie (()lcz)ssls adrenérgico elevado e insuficiencia cardiaca,
¢ r{)l_eglneg?[l(l?/;in' ) isquemia miocardica broncoconstriccion.

iv. 1-3 me (méx 1 En pacientes con tono Hipotension, bloqueo,

Propranolol gz)g/zrz(l)n) 3 adrenérgico elevado e insuficiencia cardiaca,
v-0- veées p dir::g isquemia miocardica broncoconstriccion.

Tabla 14. Farmacos para el control de la frecuencia ventricular. (4daptada de Lip y cols., 2012).
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i.v. 0.25 mgen . ., . .
. . Hipotension, bloqueo, insuficiencia
Diltiazem | bolo, seguido de 5- | Control de la frecuencia en . X )
. cardiaca, trastornos gastrointestinales,
20 mg/h tratamiento agudo . . .
interacciones farmacoldgicas.
v.0. 40-80 mg /3
veces/dia
i.v. 5-20 mg en . ., . .
. Hipotension, bloqueo, insuficiencia
Verapamilo bolo Control de la frecuencia en . X )
p . cardiaca, trastornos gastrointestinales,
v.0. 40-80 mg /3 tratamiento agudo . . .
. interacciones farmacologicas
veces/dia
iv.5mg/Kgen 1
. h seguido de 0.5- Control de la frecuencia en Flebitis, hipotension, bradicardia,
Amiodarona Img /min estados criticos e prolongacion QT, Torsades de pointes,
v.0. 100-200 insuficiencia cardiaca interacciones farmacoldgicas
mg/dia

Tabla 14. (Continuacién). Firmacos para el control de la frecuencia ventricular. (4ddaptada de Lip y
cols., 2012).

b) Reestablecimiento agudo del ritmo sinusal (Cardioversion). Muchos episodios de FA
terminan de forma espontanea durante las primeras horas o dias. En los pacientes que a pesar
de tener el ritmo ventricular controlado contintien siendo sintomaticos, o en aquéllos en los
que el objetivo perseguido a largo plazo sea un control del ritmo sinusal, se puede iniciar la
cardioversion farmacoldgica de la FA mediante la administracion de un bolo intravenoso de
un farmaco antiarritmico (Camm y cols., 2010). Los farmacos descritos en las guias
terapéuticas para la cardioversion farmacologica de la FA de reciente comienzo son los
siguientes:

-Flecainida. La mayoria de los pacientes revierten a RS en la primera hora después de
la administraciéon de un bolo intravenoso de flecainida (2 mg/Kg durante 10 min), con una
restauracion del RS del 67 al 92% a las 6 h post-administracion. Estd especialmente indicada
en pacientes con FA de corta duracion (> 24h), y debe evitarse en pacientes con cardiopatia
estructural significativa (Camm y cols., 2010).

-Propafenona. Puede administrarse por via intravenosa (2 mg/Kg durante 10 min) o
por via oral (450-600 mg), con un tiempo de cardioversion de entre 30 min y 2h, si la
administracion es intravenosa, y de 2 a 6 h si es oral. Debe evitarse en pacientes con
cardiopatia estructural significativa y debido a su ligero efecto B-bloqueante, también debe
evitarse en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva grave.

-Amiodarona. La cardioversiéon con amiodarona intravenosa (5 mg/kg durante 1 h y
dosis de seguimiento de 50 mg/h) es mas lenta que con flecainida o propafenona, tardando

mas de 24 la restauracion del RS.
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- Vernakalant. Ha sido aprobado recientemente por la Agencia Europea del
Medicamento para la reconversion rapida de FA (3mg/kg durante 10 min, seguido de 15 min
de observacion y otra infusion intravenosa de 2 mg/kg durante 10 min). Est4d contraindicado
en pacientes con presion arterial sistolica <100 mmHg, estenosis adrtica grave, insuficiencia
cardiaca grave o prolongacion del intervalo QT. En el estudio AVRO el vernakalant fue mas
efectivo que la amiodarona para la conversion rapida de FA de reciente inicio a RS (Camm y
cols., 2011).

En general, el protocolo a seguir en el caso de pacientes con FA de reciente comienzo
(< 48h) en los que se quiera revertir a RS y que no presenten inestabilidad hemodinamica, es
la administracion de flecainida, o propafenona si no presentan cardiopatia estructural

significativa, o amiodarona si tienen cardiopatia estructural.

3.4.2. Tratamiento a largo plazo

a) Control de la frecuencia ventricular a largo plazo. Esta opcion terapéutica persigue
minimizar los sintomas y la morbilidad asociada a la FA, aun manteniendo la arritmia. Un
ritmo irregular y una frecuencia ventricular rapida pueden causar sintomas como
palpitaciones, disnea, fatiga y mareo. El control adecuado de la frecuencia ventricular puede
reducir los sintomas y mejorar el estado hemodindmico, al permitir que haya tiempo
suficiente para el llenado ventricular y prevenir la taquimiocardiopatia. Actualmente, el
objetivo es mantener una frecuencia cardiaca en reposo inferior a 110 Ipm en pacientes una
funcion ventricular estable (fraccion de eyeccion > 0.40) (Wang y cols., 2011).

Los principales determinantes de la frecuencia ventricular durante la FA son la velocidad
de conduccion del nodo AV y el tono simpético y parasimpatico. La eleccion de farmacos
para el control de la frecuencia debe determinarse en funcién la edad, la presencia de
cardiopatia subyacente y el estilo de vida del paciente. En general, los fArmacos de primera
eleccion son los B-bloqueantes y los antagonistas del Ca* no dihidropiridinicos. La digoxina
debe darse en pacientes sedentarios y puede anadirse al tratamiento con [B-bloqueantes y
antagonistas del Ca’" no dihidropiridinicos en los pacientes con frecuencias ventriculares
descontroladas. Los [-bloqueantes deben ser la terapia de eleccion en pacientes con

insuficiencia cardiaca congestiva cronica y disfuncion del VI (Figura 36) (Lip y cols., 2012).
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FRECUENCIA

[ CONTROL DE LA j
VENTRICULAR

Vida sedentaria

Si No
I
| 1

Enfermedades
concomitantes
| | 1 |
No Enfermedad Insuficiencia
. - - - EPOC
[ o hipertension } [ coronaria } [ cardiaca } [ }
[ | ] [ | ] [ | ] [ | ]
Figura 36. Algoritmo de tratamiento para el control de la frecuencia ventricular en FA. Los farmacos
estan ordenados por orden alfabético. (Adaptada de Lip y cols., 2012).

b) Control del RS a largo plazo. En pacientes con FA aislada o con cardiopatia estructural
minima el tratamiento de eleccion recomendado por las guias clinicas es flecainida,
propafenona o sotalol (Camm y cols., 2010). La amiodarona es mas efectiva para mantener el
RS que la flecainida, la propafenona o el sotalol, pero debido a su perfil de toxicidad se debe
utilizar s6lo como una alternativa terapéutica si los farmacos de eleccion no funcionan y como
tratamiento de eleccion en pacientes con insuficiencia cardiaca grave de clase funcional
NYHA III o IV o inestable de clase II reciente.

Se ha demostrado que la dronedarona, un derivado de la amiodarona, produce una
disminucién del nimero de hospitalizaciones por eventos cardiovasculares en pacientes con
FA paroxistica, o tras cardioversion de FA persistente. Sin embargo, la dronedarona no debe
ser administrada en pacientes con insuficiencia cardiaca de clase funcional NYHA III o IV ni
con insuficiencia cardiaca descompensada en las 4 semanas anteriores, especialmente si
presentan disfuncion del VI (fraccion de eyeccion del VI < 35%) (Figura 37) (Wann y cols.,
2011). La tabla 15 resume las indicaciones, dosis y efectos adversos de los firmacos que

actualmente se utilizan para el mantenimiento del RS.
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N

[ FA paroxistica o persistente }
]
No [ ¢Control del RS garantizado? } Si
A 4 L A 4
Control frecuencia ventricular J [ Insuf. cardiaca grave o inestable
[ ] Si
No
[ Enfermedad coronaria
[ J Si
No
[ HTA con hipertrofia VI
[ ] Si
—]
No
[ Sin cardiopatia
[ } Si
B — |
Tratamiento ineficaz

Figura 37. Algoritmo de tratamiento para el control del ritmo sinusal. HTA: hipertension arterial.

farmacos estan ordenados por orden alfabético. (Adaptada de Lip y cols., 2012).

Los

INDICACIONES DOSIS EFECTOS ADVERSOS
Arritmias, bradicardia,
.. FA aislada o FA con v.o.100-300 m inotropico negativo. No utilizar
Flecainida | cardiopatia estructural minima | V%, & | en pacientes con insuficiencia
. . , en 2 dosis . .
o sin cardiopatia estructural cardiaca, enfermedad coronaria
y CICr <50 mg/mL
Arritmias, bradicardia,
inotropico negativo moderado,
FA aislada o FA con v.0. 450-900 m efectos sobre el aparato
Propafenona cardiopatia estructural minima er'1 3 dosis & gastrointestinal. Seguridad poco
o sin cardiopatia estructural conocida en pacientes con
insuficiencia cardiaca y con
enfermedad coronaria
FA aislada o FA con Bradlcardla.smus’all, bloqueq
cardiopatia estructural minima | v.o. 80-240 mg en AV, efecto inotrpico negativo,
Sotalol ) N o TdP si hay hipokalemia. Evitar
o sin cardiopatia estructural, o | 2 dosis . . o
. en pacientes con insuficiencia
con enfermedad coronaria . .
cardiaca congestiva
v.0. dosis inicial Fibrosis pulmonar, malestar
. FA con enfermedades de carga 600-800 | gastrointestinal, disfuncion
Amiodarona | cardiacas significativas o sino | mg/dia y tiroidea, efectos oculares y
responden a otro tratamiento mantenimiento cutaneos. Ajustar dosis de
100-200 mg/dia warfarina y digoxina.
Nauseas, vomitos, diarrea, TdP
Dronedarona | FA aislada o FA con v.0. 400-800 mg (poco comun), ajustar la dosis al

cardiopatia moderada

en 2 dosis

CICr, talla y edad. Ajustar dosis
de warfarina y digoxina

Tabla 15. Farmacos para el control del ritmo sinusal. CICr= Aclaramiento de creatinina 7dP= Torsades de
Pointes (Adaptada de Lip y cols., 2012).
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3.4.3. Tratamiento antitrombotico

La terapia de anticoagulacion debe prolongarse 4 semanas tras la cardioversion, excepto si
la FA es de reciente inicio y no existen factores de riesgo. La cardioversion aumenta el riesgo
de tromboembolismo, por lo que se considera indispensable el tratamiento anticoagulante en
estos pacientes (Camm y cols., 2010).

El tratamiento con anticoagulantes orales a largo plazo es necesario si existen factores de
riesgo de tromboembolismo, recurrencia de FA o presencia de trombos. Para valorar los
factores de riesgo que presenta un paciente y la conveniencia de iniciar la terapia
antitrombotica, actualmente se utiliza la puntuacion CHAD2DS2-VASc (insuficiencia
cardiaca congestiva, hipertension, edad > 75 |[doble], diabetes mellitus, accidente
cardiovascular previo [doble], enfermedad vascular, edad 65-74 afos y categoria de sexo
[femenino]) (Camm y cols., 2010). Las guias terapéuticas actuales recomiendan
anticoagulacion oral en aquellos pacientes con una puntuacion CHAD2DS2-VASc > 2 y o
bien anticoagulacion oral (preferentemente), o bien 75-325 mg de 4cido acetilsalicilico en
pacientes con una puntuacion =1. Se persigue que los pacientes mantengan un tiempo de
protrombina segun el indice internacional normalizado (INR) entre 2 y 3. Se ha demostrado
que el tratamiento anticoagulante es mas efectivo que la antiagregacion en la reduccion del
riesgo de ictus y otros accidentes vasculares mayores en las pacientes con FA sin valvulopatia
(Aguilar y cols.,, 2007). La anticoagulacion comparada con placebo reduce de manera
significativa la incidencia de ictus y es tres veces mas efectiva que el acido acetilsalicilico
(Manning y cols., 2011).

Principalmente se utilizan antagonistas de la vitamina K (warfarina y derivados
dicumarinicos). Se ha demostrado que reducen de manera significativa el riesgo de ictus en
los pacientes con FA, en comparaciéon con aspirina o con placebo (Lip y cols., 2012). Sin
embargo, debido al mayor riesgo de sangrado que presentan estos farmacos, el ajuste de la
dosis para mantener un INR de entre 2-3 es particularmente importante en los pacientes de
edad avanzada. Ademds, se estan desarrollando varios farmacos anticoagulantes para la
prevencion de accidentes cardiovasculares en pacientes con FA, que se agrupan en dos clases,
los inhibidores directos de la trombina (como el dabigatran y el AZDO0837) y los inhibidores
del factor Xa (rivaroxaban, apixaban, edoxaban, betrixaban, YM150, etc). El estudio RE-LY
(Randomized Evaluation of Long-term anticoagulante therapY with dabigatran etexilate)

(Conolly y cols., 2009) en el que se comparan la eficacia y seguridad del dabigatran y la
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warfarina, demostr6 que el dabigatran podria ser una alternativa al uso de antagonistas de la
vitamina K, aunque no se observo una disminucion de la mortalidad significativa en el grupo
de dabigatran (Manning, 2011; Connolly, 2010). El dabigatran no precisa monitorizacion del
INR, es menos susceptible de interacciones con alimentos o farmacos y su ventana terapéutica
es mayor que la de los antagonistas de la vitamina K. Un estudio sobre el indice coste-
efectividad del dabigatran (Shah y Gage, 2011) concluy6é que su uso es coste-efectivo en
pacientes con FA y riesgo elevado de sangrado o de ictus, a menos que el control de INR con
antagonistas de la vitamina K sea excelente. Sin embargo, en la actualidad, estos farmacos se
encuentran en desarrollo y por el momento no estan incluidos en las guias terapéuticas
europeas ni americanas.

Por otra parte, la oclusion de la orejuela auricular izquierda (OAI), considerada el
principal sitio de formaciéon de trombos auriculares, puede reducir el riesgo de
tromboembolismo. Los pacientes en los que esta contraindicada la terapia cronica con
anticoagulantes, pueden ser candidatos para la oclusion de la OAI. Sin embargo, el estudio
PROTECT AF (WATCHMAN Left Atrial Appendage System for Embolic PROTECTion in
Patients with Atrial Fibrillation) (Holmes y cols., 2009) con 707 pacientes sometidos a
oclusion de la OAI mostré6 que habia un mayor indice de efectos adversos (principalmente
debidos a complicaciones perioperatorias) en el grupo que habia sido intervenido que en el
grupo control (Holmes y cols., 2009).

En general, los fAirmacos antiarritmicos utilizados actualmente para el tratamiento de la
FA son ttiles, pero su efecto es limitado, debido, principalmente al remodelado auricular
causado por la FA (Cosio y Delpon, 2001; Tamargo y cols., 2004a). Ademads, tienen efectos
secundarios que limitan su uso en muchos subgrupos de pacientes. Es necesario que un nuevo
antiarritmico sea capaz de demostrar seguridad en estudios aleatorios controlados que
incluyan complicaciones clinicas como eventos cardiovasculares y mortalidad (Prystowsky y
cols., 2010). Sin embargo, el avance en el conocimiento de los mecanismos fisiopatologicos
implicados en la génesis y mantenimiento de la FA es la herramienta indispensable para la

busqueda de nuevos farmacos antiarritmicos con un perfil de efecto y seguridad adecuados.
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4. CONTROL SIMPATICO DE LA FUNCION CARDIACA

El control auténomo del sistema cardiovascular permite el ajuste de la funcion
cardiaca y de los vasos sanguineos a condiciones tan distintas como el suefo o el ejercicio.
Aungque la iniciacion del impulso cardiaco es midgena y se mantiene tras extraer el corazon y
prefundirlo con una solucion fisioldgica oxigenada, el tono vegetativo ejerce una importante
modulacion tanto de la frecuencia, como de la contractilidad cardiacas. La actividad
automatica del nodo SA esta bajo control vegetativo, y en condiciones fisioldgicas predomina
el tono parasimpatico-vagal (Delpon y Tamargo, 2010). De hecho, la activacion de receptores
adrenérgicos representa el mecanismo primario de activacion cardiaca durante el estrés

(Xiang, 2011).

4.1. Sistema simpatico cardiaco

Los nervios simpaticos cardiacos se originan en los segmentos toracicos superiores (T1-
T6) y en los dos ultimos segmentos cervicales de la médula espinal, atraviesan los ganglios
paravertebrales de la cadena simpatica toracica y hacen sinapsis con neuronas
posganglionares, fundamentalmente en los ganglios cervical medio y estrellado. Las fibras
posganglionares simpaticas que parten de ellos se unen a las fibras parasimpaticos para
formar el plexo cardiaco y se distribuyen de forma homogénea por todo el corazon (Figura
38) (Delpén y Tamargo, 2010).

Hasta el momento, se han identificado nueve subtipos de receptores adrenérgicos en
mamiferos: aja, o, Olic, OLip, O2a, OB, Oac, B1, B2 y PBs. Se ha descrito un cuarto tipo de
receptor f3, el B4, aunque aun no se sabe claramente si se trata inicamente de un estado de baja
afinidad del propio receptor B; (Molenaar y Parsonage, 2005). En el corazén humano, los
receptores B; y P2 adrenérgicos son el mecanismo fisiologico mas potente para aumentar la
actividad cardiaca de forma aguda (Brodde y cols., 2006). Los receptores P-adrenérgicos
(Figura 36) pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. Se
caracterizan por tener 7 dominios TM que forman un bolsillo en el cual los agonistas y
antagonistas competitivos tienen sus sitios de unioén (Figura 39). Ademads, tienen tres lazos
extra e intracelulares. El primer y segundo lazo extracelular se asocian mediante un puente
disulfuro y tienen un papel muy importante en la conformacion que adopta el receptor. Estos

receptores tienen también un dominio N-terminal extracelular y una cola C-terminal
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citosolica, que contiene sitios de fosforilacion para las kinasas de las proteinas G acopladas al

receptor (GRKs) (Wallukat, 2002; Rasmussen y cols., 2011).
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Figura 38.:Inervacién auténoma del corazén./Adapt de Shen y cols.,2012]

En el tejido cardiaco, el receptor 3;-adrenérgico es el predominante, aunque coexiste con
el B2, en una proporcion Bi:2 70:30 en la auricula y 80:20 en el ventriculo (Brodde y
Michael, 1999). El receptor [3;-adrenérgico tiene un papel principal en cuanto a efectos
cronotropicos e inotropicos positivos en las células cardiacas (Christ y cols., 2011), mientras
que el receptor 3, produce s6lo un moderado efecto cronotrdpico (Xiang y cols., 2003; Xiao y
cols.,, 2006; Xiang, 2011). En general, la respuesta neta auricular a la estimulacién
catecolaminérgica de receptores adrenérgicos depende del tipo de catecolamina y de la
densidad y sensibilidad relativa del subtipo de receptor adrenérgico y ademas, puede variar en

caso de patologia (Workman, 2010).
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Figura 39. Estructura del receptor p-adrenérgico. Receptor f-adrenérgico (en azul) acoplado a una proteina
G, con sus tres subunidades a, By y (en rojo), mientras es activado por un agonista (en amarillo) /Adapt. de
Rasmussen y cols, 2011].

Tanto la noradrenalina liberada por los nervios simpaticos cardiacos, como la adrenalina
circulante liberada desde la médula adrenal, estimulan los receptores -adrenérgicos cardiacos
provocando un cambio conformacional en los mismos que favorece el acoplamiento con la
proteina G y su activacion, lo que a su vez provoca la estimulacion de la adenilato ciclasa
(AC), incrementando los niveles celulares de AMPc. Esta molécula va a funcionar como un
segundo mensajero que difunde dentro de distintas localizaciones subcelulares, donde activa a
la PKA (Mauban y cols., 2009). La PKA fosforila la subunidad o; de los canales de Ca*" tipo
L cardiacos y facilita su apertura. El resultado es un aumento de la entrada de Ca®™", de la
[Ca’]; y de la contractilidad y la frecuencia cardiacas. Ademas, la estimulaciéon de los
receptores B;-adrenérgicos activa una cinasa que fosforila las cadenas ligeras de la miosina
(MLC-2), lo que aumenta la sensibilidad de las proteinas contractiles al Ca®". Es decir, las
catecolaminas aumentan la contractilidad cardiaca por aumentar la [Ca*']; y la sensibilidad de
las proteinas contractiles al Ca®* (Figura 40).

El resultado final de todos estos efectos es un aumento de los volimenes latido y minuto
cardiacos. Ademas, la activacion de la PKA fosforila otras proteinas, por un lado, al
fosfolambano, que estimula la actividad de la SERCA y acelera la captacion de Ca>™ hacia el
interior del reticulo sarcoplasmico, y por otro, a la troponina I, que acelera la velocidad de
disociacion del complejo Ca**-troponina T y disminuye la sensibilidad de la troponina T por
el Ca*". Estos cambios se traducen en una rapida disminucion de la [Ca®"]; durante la distole,
una disociacion de los enlaces cruzados entre la actina y la miosina, y una relajaciéon mas
rapida de la célula cardiaca, es decir, la estimulacion B-adrenérgica produce un efecto

lusitropico positivo (Delpdn y Tamargo, 2010).
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La localizacion en la membrana de los receptores B y los complejos a los que se asocian
dictan la compartimentacion de la cascada de senalizacion. La intensidad de los efectos de la
estimulacion B-adrenérgica sobre los cardiomiocitos depende de multitud de factores, entre
los que destacan el equilibrio entre la produccion y la degradacion de AMPc mediada por
fosfodiesterasas (PDEs) y la accion de las arrestinas como un agonista dosis-dependiente que
promueve la difusién y propagacion del AMPc a los compartimentos intracelulares mediante
el secuestro de determinadas isoformas de PDE (Xiang, 2011). La posibilidad de realizar una
caracterizacion bioquimica de la organizacion de los distintos subtipos de ACs y PDEs
asociadas a cada subtipo de receptor B-adrenérgico ha mejorado la comprension de la fina
regulacion de esta ruta de sefalizacion que, en principio, comparten multitud de cascadas. (De

Arcangelis y cols., 2010).

liculo sarcoplasmico

Figura 40. Esquema de la cascada de sefializacion inducida por agonistas B-adrenérgicos. La estimulacion
por catecolaminas activa la adenilato ciclasa (AC) via proteina G, resultando en una generacion masiva de
AMPc, que activa la Proteina kinasa A (PKA), capaz de fosforilar distintas proteinas celulares. La fosforilacion
del canal de Ca®" tipo L aumenta la entrada de Ca*" provocando una liberaciéon de Ca*" estimulada por el propio
Ca®" desde el reticulo sarcoplasmico, a través del RyR2, que también es fosforilado por la PKA. El fosfolambano
(PLB) regula a la SERCA 2A. El PLB no fosforilado inhibe la actividad de la SERCA. Tras la fosforilacion del
PLB por la PKA, esta inhibicion es abolida y el transporte de Ca>" desde el citosol hasta el reticulo, mediado por
SERCA aumenta. La fosforilacion del propio receptor f por la PKA induce el desacoplamiento y la
desensibilizacion del mismo. Este desacoplamiento también estda mediado via fosforilacién con la kinasa de
proteinas G del receptor B-adrenérgico (B-ARK). Esta kinasa s6lo se activa cuando el receptor se encuentra
ocupado por agonistas. [Adapt. de Wallukat, 2002]
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La evidencia acumulada demuestra que el receptor -adrenérgico, la proteina Gs y la AC
forman complejos preformados para facilitar la transduccion de la sefial. De hecho, se sabe
que cuando el receptor estd pre-asociado a la proteina Gs muestra una mayor afinidad por sus
ligandos que cuando se presenta libre de la proteina (Weitl y Seifert, 2008). Ademas, es bien
conocido que los receptores -adrenérgicos se asocian a una gran variedad de proteinas de
anclaje. En el caso de los receptores f; y B2 adrenérgicos, la principal proteina de anclaje es
la A-kinase anchoring protein-79 (AKAP-79) (Gardner y cols., 2006, Xiang 2011). En
miocitos cardiacos, la AC VI se puede coinmunoprecipitar con el receptor 3;-adrenérgico (De
Arcangelis y cols., 2010), lo que indica que éste podria estar conectado con la AC via AKAP-
79 (Xiang, 2011).

Ademas, los receptores B-adrenérgicos colocalizan también con otras proteinas de
anclaje que tienen dominios PDZ (Post synaptic density, Discs large, and Zonula occludens)
capaces de unir cinasas, como la PKA, reforzando la hipotesis de que los receptores B-
adrenérgicos forman complejos pre-asociados junto con la proteina G y proteinas de anclaje
capaces de unir AC y cinasas mediante dominios especificos (Shcherbakova y cols., 2007).

La duracion y distribucion de las sefiales mediadas por AMPc pueden ser alteradas
mediante la actividad de las PDE (Zaccolo y Pozzan, 2002; Willoughby y cols., 2006). Estas
enzimas tienen un papel critico en el confinamiento espacio-temporal del AMPc en los
miocitos cardiacos sometidos a estimulacion adrenérgica.

Las PDE se dividen en 11 familias segun su homologia en la secuencia aminoacidica, su
especificidad de sustrato y sus propiedades farmacoldgicas (Conti y Beavo, 2007). Al menos
6 de las 11 familias se expresan en corazones animales (PDE1, PDE2, PDE3, PDE4, PDES y
PDES) (Miller y Yang, 2010), de las cuales, la PDE3 y la PDE4 tienen un importante papel en
el miocardio humano. La familia PDE3 est4 formada por la PDE3A y por la PDE3B, mientras
que la familia PDE4 se compone de PDE4A, PDE4B, PDE4C y PDE4D (Conti y Beavo,
2007). En estado de reposo, tanto la actividad PDE3 como la PDE4, modulan la
concentracion basal intracelular de AMPc hidrolizando continuamente el AMPc que producen
las AC constitutivamente activas en los miocitos cardiacos. Bajo estimulacion adrenérgica, las
PDE controlan tanto la duracién, como la amplitud de las sefiales mediadas por AMPc (Soto y
cols, 2009; Monguillo y cols., 2004). La determinacion de la actividad del AMPc en miocitos

tanto neonatales como adultos, ha confirmado el papel critico de la familia PDE4 en el control
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del AMPc generado por la estimulacion B-adrenérgica (De Arcangelis y cols., 2010; Zaccolo
y Pozzan, 2002; Soto y cols., 2009; Willloughby y cols., 2006; Monguillo y cols., 2004). Las
isoformas de PDE3 parecen estar involucradas en la regulacion del contenido de AMPc en el
ciclo del Ca*" del reticulo sarcoplasmico (Kerfant y cols., 2007).

El resultado de la estimulacién de los receptores B-adrenérgicos se traduce en: 1) un
aumento de la inclinacion de la fase 4 y de la frecuencia de disparo del nodo SA y de los
marcapasos ectopicos, 2) un incremento de la contractilidad y de la velocidad de relajacion, 3)
un aumento de la excitabilidad y la velocidad de conduccion intracardiaca, y 4) un
acortamiento del periodo refractario y un aumento de la velocidad de conduccion a través del
nodo AV, facilitando el paso de impulsos de la auricula al ventriculo. Casi todas estas
acciones son consecuencia del aumento de la /¢, producido por las catecolaminas y pueden
inhibirse tras la administracion de antagonistas de los receptores P-adrenérgicos. En
situaciones en las que aumenta el tono simpatico (estrés, ansiedad) la frecuencia cardiaca
puede acelerarse hasta los 100 latidos/min, mientras que durante el ejercicio fisico intenso

puede llegar a alcanzar los 180 latidos/min (Delpén y Tamargo, 2010).

4.2. Efectos de la estimulacion B-adrenérgica en el PA y en las corrientes ionicas

auriculares

Se ha demostrado en miocitos auriculares de pacientes en RS que el isoproterenol [(ISO)
un agonista -adrenérgico] prolonga la DPA medida al 50% de la repolarizacion (DPAsy), sin
modificar el PR ni la amplitud del PA (Redpath y cols., 2006). Esto es debido a que la
estimulacion simpdatica modifica las distintas corrientes idnicas implicadas en la génesis del
PA. La amplitud de la Ic,1 es el principal determinante de la fase de meseta del PA. Se ha
demostrado de forma consistente que la estimulaciéon p-adrenérgica aumenta muy
marcadamente la /¢, (Ouadid y cols., 1995; Pelzmann y cols., 1995; Van Wagoner y cols.,
1999; Christ y cols., 2004; Redpath y cols., 2006; Greiser y cols., 2007), mediante un
aumento en la probabilidad de apertura del canal. La influencia de la /c,1 sobre la fase de
meseta del PA se equilibra principalmente con las corrientes repolarizantes de K" I, e I
Recientemente se ha descrito que el ISO 1 uM no modifica la [, humana (Marshall y cols.,
2012). Por lo que respecta a la Ik, parece ser muy poco sensible a la estimulacién simpatica,
ya que son necesarias dosis elevadas de ISO para observar un aumento en la densidad de esta

corriente (Li y cols., 1996b; Tamargo y cols., 2004b). Por lo tanto, la prolongacion de la
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DPA; descrita en el tejido auricular humano se explicaria en base al marcado aumento de la
Icay producido por la estimulacion -adrenérgica.

Por otro lado, la estimulacion B-adrenérgica parece aumentar la Ik, (Heath y Terrar, 2000)
aunque no existen datos en auricula humana, ya que es una corriente muy pequeia, ¢ incluso
no presente en algunos miocitos (Wang y cols., 1994; Schaffer y cols., 1998). En cuanto al
resto de corrientes auriculares implicadas en la fase terminal de la repolarizacion (Iks, Ixi,
Ixacnh € Ikatp) los datos existentes sobre el efecto de la estimulacion B-adrenérgica proceden
de modelos animales y es necesario un mayor estudio de los efectos de la estimulacién

simpatica en muestras de auricula humana.

4.3. Estimulacién B-adrenérgica y fibrilacion auricular

El papel de la activacion simpatica en la FA no estd demasiado claro por el momento, sin
embargo, algunos datos hacen pensar que podrian estar relacionadas. Por una parte, se sabe
que en pacientes con FA paroxistica el tono simpatico aumenta inmediatamente antes de
sufrir un episodio diurno de FA, mientras que el tono vagal permanece inalterado (Tomita y
cols., 2003). Ademds, se ha observado que en pacientes sometidos a cirugia cardiaca
disminuye el tono vagal y aumenta el tono simpatico en los instantes previos a un episodio de
FA postquirargica (Dimmer y cols., 1998). Cuatro estudios en humanos, tres de ellos en fibras
auriculares (Sleator y De Gubareff, 1964; Wang y cols., 2006; Yeh y cols., 1992) y uno en
miocitos auriculares aislados (Redpath y cols., 2006) demostraron que la estimulacién [3-
adrenérgica provocaba conduccion fibrilatoria. También se ha descrito que la infusién con
ISO produjo FA en un 5% de pacientes sin historia previa de FA y en un 84% de pacientes
con FA paroxistica (Oral y cols., 2008). En otro estudio, la estimulacion mediante electrodo
de los nervios autonémicos de las VP producia una rapida activacion arritmica de las VP, que
era abolida con atenolol, un antagonista 3; selectivo (Patterson y cols., 2005).

Por otro lado, la inervacion adrenérgica puede modificarse por la presencia de
enfermedades miocardicas asociadas a la FA, y también por una activacion auricular rapida
persistente, provocando el denominado remodelado nervioso (Workman, 2010). Un estudio
comparativo entre pacientes en RS y con FA persistente en el que se cuantificaba el grado de
inervacion en muestras de OAD de estos pacientes, demostrd que las muestras procedentes de
pacientes con FA estaban significativamente mas inervadas, sugiriendo que la FA produce

también un remodelado de la inervacion simpdatica que puede formar parte del remodelado
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auricular. El miocardio de estos pacientes presentaba también un aumento de la NA tisular
(Gould y cols., 2006).

Por tultimo, el tratamiento a largo plazo con [B-bloqueantes ha demostrado provocar
cambios adaptativos en la electrofisiologia auricular, en la contraccion y en la expresion de
receptores adrenérgicos. Este remodelado farmacologico fue originalmente demostrado en
conejos, en un estudio en el que tras 6 dias de tratamiento con un bloqueante [3;-selectivo o
con uno mixto se observaba una prolongacion de la DPA en la auricula y en el ventriculo
(Raine y Vaughan Williams, 1981). Un meta-analisis basado en 7 estudios aleatorizados,
controlados mediante placebo demostr6 que en pacientes con insuficiencia cardiaca el
tratamiento con B-bloqueantes disminuia la incidencia de FA independientemente del estado
funcional del paciente (Nasr y cols., 2007). Otro estudio, desarrollado para determinar la
eficacia de la terapia con farmacos -bloqueantes tras cirugia cardiovascular en la reduccion
de la incidencia y severidad de los casos de FA postquirirgica obtuvo como resultado que el
tratamiento con [-bloqueantes controlaba significativamente el nimero de casos de FA
postquirtrgica y la gravedad de los mismos (Ali y cols., 1997). Recientemente se ha descrito
una disminucion significativa en las densidades de la /) y la Ix; en muestras auriculares de
pacientes en RS sometidos a tratamiento cronico con B-bloqueantes (Marshall y cols., 2012),
lo que podria explicar, en parte, la prolongaciéon de la DPA observada en los pacientes
sometidos a este tipo de tratamiento (Workman y cols., 2003).

Sin embargo, se desconoce como la estimulacién adrenérgica puede provocar o favorecer
la FA, tanto a nivel molecular como electrofisiolégico. La demostracion de esta hipdtesis
tendria una importante relevancia terapéutica puesto que implicaria que el tratamiento con [3-
bloqueantes podria ser util como coadyuvante en el manejo de la FA paroxistica a fin de

evitar que se cronifique, con las complicaciones que esto conlleva.
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Objetivos

En la actualidad, la FA representa un importante problema sanitario por varios motivos: a)
es la arritmia con mayor prevalencia en la poblacion general y la que mas hospitalizaciones y
gastos sanitarios origina. Su prevalencia aumenta con la edad, por lo que con el
envejecimiento progresivo de la poblacion es de preveer que siga aumentando su incidencia.
b) La FA duplica la mortalidad del paciente independientemente de otros factores de riesgo. c)
La FA desorganiza completamente la contractilidad auricular provocando la aparicion de
zonas de flujo turbulento y otras donde se produce remansamiento sanguineo, favoreciendo la
aparicion de trombos intra-auriculares hasta en un 26% de los pacientes lo que explica
parcialmente, el aumento de la incidencia de eventos tromboembdlicas e ictus producido por
la FA.

La FA per se, altera las propiedades electrofisiologicas auriculares de modo que
promueve su propio mantenimiento y recurrencia. Este fendmeno, denominado remodelado
eléctrico consiste, fundamentalmente, en el acortamiento del periodo refractario auricular vy,
por ende, de la DPA. Ademéas se acompafia de alteraciones contractiles y estructurales
progresivas del tejido auricular que crean el substrato perfecto para la perpetuacion de la
arritmia. A pesar de los avances en el estudio de la FA, no se ha identificado un factor Unico
que pueda considerarse la causa y el responsable del mantenimiento de la FA. Los datos
disponibles hasta el momento, sugieren que la patogénesis de la FA es multifactorial. Las
aproximaciones terapéuticas actuales tienen importantes limitaciones, por lo que es necesario
un mejor conocimiento de los mecanismos de la patologia, que permita desarrollar nuevos
tratamientos mas adecuados.

Para entender las alteraciones que la FA provoca en las propiedades auriculares, es
necesario conocer en profundidad la electrofisiologia de las células auriculares. Es un hecho
conocido que en humanos, como en otras especies, el periodo refractario de la Al es mas corto
que el de la AD, lo que sugiere la existencia de diferencias inter-auriculares en las corrientes
responsables de la DPA. Aunque se sabe que las corrientes con rectificacion interna son
mayores en la Al que en la AD, los estudios que comparan las corrientes repolarizantes de K*
voltaje-dependientes entre ambas auriculas son escasos y poco concluyentes. Existen también
diferencias electrofisioldgicas intra-auriculares, es decir, dentro de la misma auricula
convergen miocitos con distintos patrones de conduccién eléctrica. Es también necesario
conocer como afecta la FA a esta heterogeneidad intra-auricular, ya que no existen estudios en

este sentido.
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Objetivos

Por otro lado, existen datos que sugieren que la estimulacién adrenérgica tiene una
profunda influencia en la génesis y en el mantenimiento de la FA. Sin embargo, aun no se ha
determinado como la estimulacion adrenérgica afecta a los mecanismos electrofisioldgicos
subyacentes a la FA. Datos previos sugieren que la FA crdnica estd asociada con una
potenciacion del efecto del 1SO sobre la Ica.. Sin embargo, los efectos de la estimulacion de
receptores B-adrenérgicos sobre las corrientes repolarizantes de K™y sobre las caracteristicas
del PA en miocitos auriculares humanos procedentes de la Al y la AD de pacientes en RS y

con FA crénica no han sido comparados aun.

Por todo ello, los OBJETIVOS de la presente TESIS DOCTORAL fueron:

1. Comparar las corrientes de K* voltaje-dependientes en miocitos humanos disociados

enziméaticamente a partir de la OAl y la orejuela auricular derecha OAD de pacientes en RS.

2. Determinar el efecto de la FA cronica sobre las corrientes de K* voltaje-dependientes,
registrandolas en miocitos humanos disociados enzimaticamente a partir de la OAl y la OAD
de pacientes con FA cronica, comparando los resultados con los obtenidos en miocitos de

pacientes en RS.

3. Determinar los efectos de la estimulacion de receptores (;-adrenérgicos sobre las corrientes
de K* lps lkun lks € k1 Y sobre la lca, registrandolas en miocitos humanos disociados

enzimaticamente a partir de la OAl y la OAD de pacientes en RS

4. Determinar los efectos de la estimulacién de receptores 31-adrenérgicos en las corrientes de
K" lio1, lkur ks, € lcy y sobre la Icy registrandolas en miocitos humanos disociados
enzimaticamente a partir de la OAIl y la OAD de pacientes con FA cronica y compararlos con

los resultados obtenidos en miocitos de pacientes en RS.
5. Comparar los efectos de la estimulacion de receptores [j-adrenérgicos sobre las

caracteristicas de los PA registrados en miocitos humanos disociados enzimaticamente a

partir de la OAD de pacientes en RSy con FA crénica.
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III. RESULTADOS :

1) In humans, chronic atrial fibrillation decreases the
transient outward current and ultrarapid component
of the delayed rectifier current differentially on each
atria and increases the slow component of the delayed

rectifier current in both.

Caballero R, de la Fuente MG, Goémez R, Barana A, Amords I, Dolz-
Gaiton P, Osuna L, Almendral J, Atienza F, Fernandez-Avilés F, Pita A,
Rodriguez-Roda J, Pinto A, Tamargo J, Delpén E. J Am Coll Cardiol.
2010; 55(21):2346-54.
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Objectives The purpose of this study was to compare the voltage-dependent K™ currents of human cells of the right and left atria
and determine whether electrical remodeling produced by chronic atrial fibrillation (CAF) is chamber-specific.

Background Several data point to the existence of interatrial differences in the repolarizing currents. Therefore, it could be possible
that CAF-induced electrical remodeling differentially affects voltage-dependent K* currents in each atrium.

Methods Currents were recorded using the whole-cell patch-clamp in myocytes from left (LAA) and right atrial appendages
(RAA) obtained from sinus rhythm (SR) and CAF patients.

Results In SR, LAA and RAA myocytes were divided in 3 types, according to their main voltage-dependent repolarizing

K™ current. CAF differentially modified the proportion of these 3 types of cells on each atrium. CAF reduced the
Ca2"-independent 4-aminopyridine-sensitive component of the transient outward current (l,o1) more markedly in
the LAA than in the RAA. Therefore, an atrial right-to-left |,,, gradient was created by CAF. In contrast, the ultra-
rapid component of the delayed rectifier current (l,,) was more markedly reduced in the RAA than in the LAA,
thus abolishing the atrial right-to-left I, gradient observed in SR. Importantly, in both atria, CAF increased the
slow component of the delayed rectifier current (l).

Conclusions Our results demonstrated that in SR there are intra-atrial heterogeneities in the repolarizing currents. CAF de-
creases |, and Iy, differentially in each atrium and increases I, in both atria, an effect that further promotes

re-entry. (J Am Coll Cardiol 2010;55:2346-54) © 2010 by the American College of Cardiology Foundation

At least 2 types of atrial action potentials (APs) may be
recorded in human right atrial (RA) preparations: those
with a prominent spike of fast repolarization followed by

From the *Department of Pharmacology, School of Medicine, Universidad
Complutense de Madrid, Madrid, Spain; and the tCardiology and Cardiovascular
Surgery Services, Hospital General Universitario Gregorio Marafion, Madrid,
Spain. Supported by Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares
(CNIC-13), Ministerio de Ciencia e Innovacién (SAF2008-04903), Instituto de
Salud Carlos III (Red HERACLES RD06/0009 and P1080665), and Fundacién
LILLY grants. Dr. Atienza has served as a consultant to Medtronic and received
research grant support from St. Jude Medical. Drs. Caballero and Gonzilez de la
Fuente contributed equally to this work.

Manuscript received December 4, 2009; revised manuscript received January 28,

2010, accepted February 15, 2010.

123

a plateau and those without spike and prominent plateau
phase (1). More recently, 3 RA cell types were identified on the
basis of their outward K" repolarizing currents and, conse-
quently, on the morphology of their AP (2). In humans, as in
other species, the atrial refractory period (ARP) is shorter in
the left atrium (LA) than the RA (3), which points to
interatrial differences in the currents underlying the AP. In
fact, inward rectifier currents have been shown to be larger in
cells from the LA than the RA of animals and humans (4,5).
However, studies comparing the voltage-dependent repolariz-
ing currents in the human RA and LA are scarce or absent. A
genomic comparison among heart chambers did not find ion
channel gene expression differences between RA and LA (6).



JACC Vol. 55, No. 21, 2010
May 25, 2010:2346-54

Acute atrial fibrillation (AF) and chronic atrial fibrillation
(CAF) are characterized by shortening of ARP and AP
duration (APD), increased ARP dispersion, and loss of
APD adaptation to changes in frequency (7,8). Such alter-
ations in atrial electrical properties (electrical remodeling) are
caused by derangements in ion channel expression (7,9).
Surprisingly, in all studies thus far, human RA cells were
considered identical, and no data were provided on whether

electrical remodeling differentially affected diverse RA cell
types.

Studies in animal models and humans have demonstrated
LA versus RA differences in AF frequency and dynamics,
with the LA usually activating at faster rates (4,5,10,11).
This is particularly evident in patients with paroxysmal AF
(10,11). Assuming that electrical remodeling is a conse-
quence of the fast frequency of activation (9), it is possible
that LA remodeling is more marked than RA. However, it
is currently unknown whether the electrical remodeling
process is chamber specific. Therefore, we studied the
distribution of cell types in the right atrial appendages
(RAAS) and left atrial appendages (LAAs) of sinus rhythm
(SR) patients according to differences in the main voltage-
dependent K" current. We also determined how CAF
modified this distribution in each atrium. Our results
demonstrate that in SR there is heterogeneity in the repolar-
izing currents within each atrium. CAF decreases the Ca®*-
independent 4-aminopyridine (4-AP)-sensitive component of
the transient outward current (I,;) and the ultrarapid compo-
nent of the delayed rectifier (I,,,) differentially on each atrium.
Furthermore, CAF increases the slow component of the
delayed rectifier (Ix,) in both. This latter effect may contribute
to CAF-induced shortening of APD and to promote re-entry.

Methods

The study was approved by the Investigation Committee of
the Hospital Universitario Gregorio Marafién (CNIC-13)
and conformed to the principles outlined in the Declaration
of Helsinki. Each patient gave written informed consent.

Myocytes were enzymatically isolated (12) from RAA
and LAA pieces obtained from SR and CAF patients
undergoing cardiac surgery (Online Table 1). Currents were
recorded using the whole-cell patch-clamp configuration.
messenger ribonucleic acid (mRNA) was isolated from
human atrial appendages, and semiquantitative reverse tran-
scription polymerase chain reaction analysis (13) was per-
formed using the primers described in Online Table 2.

Results are expressed as mean = SEM. Unpaired ¢ test or
1-way analysis of variance followed by Newman-Keuls test
were used to assess statistical significance where appropriate.
Comparisons between categorical variables were done using
Fisher exact test. A value of p < 0.05 was considered
significant. An expanded Methods section is available in the
Online Appendix.
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Results

For electrophysiological experi-
ments, we analyzed 22 and 11
samples obtained from patients
in SR and CAF, respectively.
Figure 1A shows the number of
myocytes from the LAA and
RAA studied from each group of
patients. The mean size of LAA
and RAA myocytes from CAF
patients was greater than that of
myocytes from SR patients as
assessed by cell capacitance mea-
surement. However, in both SR
and CAF patients, cell capaci-
tance of LAA myocytes was in-
distinguishable from RAA myo-
cytes (Fig. 1B).

Considering the main K* cur-
rent elicited at plateau potentials,
and following standardized crite-
ria (Online Appendix), 3 types of
cells can be differentiated (Fig.

Abbreviations
and Acronyms

4-AP = 4-aminopyridine
AF = atrial fibrillation
AP = action potential

APD = action potential
duration

ARP = atrial refractory period

CAF = chronic atrial
fibrillation

Ik, = rapid component of
the delayed rectifier current

Igs = slow component of the
delayed rectifier current

Ir = ultrarapid component
of the delayed rectifier current

lsys = fast-activating
noninactivating current

lyss = Ca2*-independent
4-aminopyridine-sensitive

of the
outward current

LA = left atrium/atrial

LAA = left atrial appendage

2A). Currents were recorded in
randomly selected rod-shaped
healthy myocytes. Figure 2A
shows families of currents elic-
ited by 250-ms pulses from —80
mV to potentials ranging from —90 to +50 mV in 3
representative cells. Approximately 35% of the LAA myo-
cytes from SR patients exhibited an outward current mainly
composed of a fast-activating and inactivating component
(Fig. 2B). In these cells, the amplitude of the sustained
component recorded at the end of the pulse was ~20% of
the peak amplitude. Therefore, the main repolarizing cur-
rent during the plateau phase in these cells was the I, ;
(Io1-predominant). I, ; was completely absent in 20% of
cells, in which a fast-activating noninactivating component
was recorded (I,,-predominant) (Fig. 2A). In I
predominant cells, the current amplitude at the end of the
depolarizing pulses was ~85% of the peak current. Finally,
in 45% of LAA cells, an intermediate pattern was detected
(i.e., the cells exhibited both an I,,; and a sustained
component that represented >50% of the peak current
[intermediate cells]) (Figs. 2A and 2B). Interestingly, in SR
the distribution of these cell types in the LAA and the RAA
was almost identical (Fig. 2B). Figure 1C shows the
capacitance of each cell type in SR samples. In both atria,
I.,1-predominant cells were significantly smaller than I -
predominant cells.

Figure 2C shows the percentage of each myocyte type
found in LAA and RAA samples from CAF patients. In the
LAA, we detected a significant decrease in the percentage of
I.,1-predominant cells, which was accompanied by an in-
crease in the percentage of cells that exhibited the interme-

diate pattern. In the RAA, CAF also significantly decreased

RA = right atrium/atrial
RAA = right atrial appendage

SR = sinus rhythm

sus
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(A, B) Bar graph showing number (A) and capacitance (B) of left atrial appendage (LAA) and right atrial appendage (RAA) myocytes obtained from sinus rhythm (SR) and chronic
atrial fibrillation (CAF) patients. In B, each bar represents the mean = SEM of n > 31. (C, D) Capacitance of SR and CAF cells as a function of the main repolarizing plateau current.

the percentage of I,;-predominant cells, which, in this case,
was accompanied by a significant increase in the I -
predominant type. Due to these changes, cell types were not
equally distributed in the RAA and LAA in CAF patients.
Figure 1D demonstrates that differences in cell capacitance
among cell types were annulated by CAF in such a way that
Io1-predominant cells were similar in size to the 2 other types.

Figures 3A and 3B show the I,,; current-voltage rela-
tionships for LAA and RAA myocytes from patients in SR
and CAF. In cells with I, ;-predominant and -intermediate
patterns, I, ; was measured as the difference between the
peak current and the current at the end of the 250-ms pulse.
In the RAA, the I,; amplitude was not statistically different
in CAF versus SR patients (Fig. 3B), whereas it was
significantly decreased in the LAA at potentials positive to
-30 mV (Fig. 3A). Figures 3C and 3D show the I, density
(calculated by normalizing the current amplitude by the cell
capacitance) as a function of the membrane potential. In the
RAA, the I, density significantly decreased in CAF
patients only at potentials =+20 mV. In contrast, in the
LAA, the I, density markedly decreased at potentials
=-20 mV. CAF did not modify the voltage and time
dependence of I, ; inactivation (Online Table 3).

Next, we analyzed the I,,; amplitude and density at +30
mV, a positive membrane potential that can be easily

reached under physiological conditions (Fig. 4). CAF sig-
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nificantly decreased the I,,; amplitude in LAA cells but not
in RAA cells (Fig. 4A), whereas it significantly decreased
the I,,; density in both LAA and RAA, the effect being
more marked in the former (Fig. 4B). Therefore, CAF
established a difference in I; amplitude and density be-
tween the LAA and RAA.

Figures 5A and 5B show the I current-voltage relation-
ships. I, amplitude was measured as the current at the end
of the 250-ms pulses. In the LAA, I, amplitude was
indistinguishable in CAF versus SR patients (Fig. 5A),
whereas it was significantly decreased in the RAA at
potentials positive to —20 mV (Fig. 5B). However, I
density significantly decreased both in LAA and RAA at
potentials positive to =10 and =20 mV, respectively (Figs. 5C
and 5D). Figure 4 represents the I, amplitude (Fig. 4C) and
density (Fig. 4D) at +30 mV in LAA and RAA of both
patient groups. In SR, both I, amplitude and density were
significantly greater in RAA than in LAA myocytes. In CAF
myocytes, I . amplitude significantly decreased only in the
RAA, but remained unchanged in the LAA. Probably due to
the cell size increase, CAF significantly decreased the I
density in both atria. Consequently, in CAF, I density
became similar in both atria.

Components of I .. The next goal was to identify the
current/currents that underlie I, in RAA and LAA of
both SR and CAF patients using a pharmacological

sus



JACC Vol. 55, No. 21, 2010
May 25, 2010:2346-54

Caballero et al. 2349

K* Currents in the Human Right and Left Atria

o Intermed. Ig g

m Cell Types According to the K* Plateau Current

‘ l,,; Predominant ‘ Intermediate Iy, predominant
M
T ———-
S S
8 N
100 ms 100 ms 100 ms
60 60
—~ Q
X 40 S 40
m e K%
N 3 2 3 2
3 o
0 , 0- ,
lor Intermed. Ig,q ot Intermed. lsus
C 60 60
- _ P<0.05
|-<|- X 40 X 40
n n
=2 P<0.05 =
O g 8 *7P<0.05
0 0

(A) Families of current traces elicited in 3 different RAA cells obtained from SR patients. (B, C) Percentage of cells that exhibited
lios-predominant, Iy, -predominant, and intermediate patterns in SR (B) and CAF (C). p < 0.05, CAF versus SR. Abbreviations as in Figure 1.

lio1 Intermed. g,

strategy. Figure 6A shows the outward current recorded
in an RAA cell obtained from an SR patient with an
intermediate pattern in control conditions and after
perfusion with 1 umol/l of dofetilide, a specific blocker of
the rapid component of the delayed rectifier current (Ig,)
(14). The Ik, amplitude, measured as the dofetilide-
sensitive current obtained by digital subtraction, was
extremely small. Identical results were obtained in LAA
cells. Furthermore, Iy, amplitude was not modified in
CAF patients, which confirms previous data (15). There-
after, the cell was perfused with 4-AP at 50 umol/l,
which selectively blocks the Iy, generated by Kv1.5
channels (14,16). Figure 6A shows that the amplitude of
the Ik, at the end of the pulse accounts for =70% of the
amplitude of the I described so far. Finally, the cell was
perfused with 4-AP at 2 mmol/l, a concentration that
blocks I,,; (14). As shown in Figure 6A, the remaining
current after 4-AP treatment was small, and the mor-
phology of the 2 mmol/l 4-AP-sensitive current coin-
cided with I, ; (i.e., fast activation and inactivation). It is
noteworthy that the I.; amplitude at the end of the
+50-mV pulse was very small. Figure 6C shows the

amplitude of the I, component measured at the end of

250-ms pulses to +50 mV in LAA and RAA cells from
SR patients. Consistent with Figure 5, the I, amplitude
was significantly greater in the RAA than in the LAA.
Solid bars represent the amplitude of the 2 mmol/l
4-AP-sensitive component, which at the end of the pulse
mainly represents Iy, because as demonstrated in the
previous text the amplitudes of both Iy, and I at the
end of the pulses were negligible. The results demon-
strated that the Iy, was significantly greater in the RAA
than in the LAA (Fig. 6C).

Figure 6B shows the current elicited in an intermediate
pattern cell from the RAA of a CAF patient in the presence
and absence of 2 mmol/l of 4-AP. The 2 mmol/l 4-AP-
sensitive current was composed of I,; and Iy, and its
amplitude at the end of the pulse reflected the Iy, amplitude.
Figure 6C confirms that CAF reduced I, and demonstrates
that I, significantly decreased only in the RAA.

The 4-AP-resistant component. Figures 7A and B show
families of traces of 2 mmol/l of 4-AP-resistant current
recorded in RAA cells from SR and CAF patients, respec-
tively, by applying the protocol shown at the top. Figure 7C
represents the current-voltage relationships obtained by
plotting the 2 mmol/l of 4-AP-resistant current amplitude
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(measured as the difference between the amplitude at the
end and the beginning of the pulse) as a function of the test
voltage in the LAA and RAA. At voltages positive to +20
mV, the 4-AP-resistant component was significantly
greater in CAF than in SR cells, and this increase was
observed in both atria. This current was generated by a
voltage-dependent K channel because it was blocked by 10
mmol/l of tetraecthylammonium (not shown). Furthermore,
it activated with very slow kinetics, even at positive poten-
tials (note that the depolarizing pulses were 4 s in
duration). An envelope-of-tail test confirmed that the
current was generated by a single population of channels
because the I i/Ikmax ratio was constant at 0.27 = 0.05,
regardless of the duration of the pulse (Online Fig. 1).
Finally, Figure 7D demonstrates that the current was
blocked by HMR-1556 (1 umol/l), an Iy -selective
blocker (14). Overall these results suggest that CAF
significantly increased the amplitude of Iy, in both atria,
an effect that overcame the cell size increase, thus
producing an increase in the Iy, density (Fig. 7E).

mRNA remodeling. Preliminary analysis of transcriptional
changes were determined by comparing gene-of-interest/
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and protein ki-
nase C «a ratios between SR and CAF samples (Online
Appendix). CAF reduced Kv4.3, whereas it did not signif-
icantly modify Kv1.5 mRNA levels (Online Fig. 2). Further-
more, CAF slightly decreased Kv7.1 (KvLQT1, the o subunit
of Ks channels) mRNA level (Online Fig. 3); the effect was
identical in LAA and RAA samples (not shown). In contrast,
minK mRNA was detected in all CAF samples, whereas it was

only detected in 2 of 4 SR samples. Therefore, CAF signifi-

cantly increased minK expression (Fig. 7F).

Discussion

Our results demonstrated that CAF reduced the I,; am-
plitude and density more markedly in the LAA than in the
RAA. On the contrary, Iy, was more markedly reduced in
the RAA than in the LAA. In both atria, CAF increased
the Iy, amplitude and density. Altogether, these changes
reveal that CAF promotes interatrial differences in repolar-
izing currents.

Effects of CAF on the heterogeneity in the K* plateau
repolarizing currents. Our results demonstrated that myo-
cytes of both atria from patients in SR are electrically
heterogeneous. The majority of cells exhibited an interme-
diate pattern with simultaneous presence of I,; and I .
Such heterogeneity was also accompanied by cell size
differences (i.e., I,,;-predominant cells were smaller than
I,-predominant cells). Furthermore, differences in the
repolarizing currents must be reflected on the morphology
of their corresponding APs, as demonstrated in the RAA
(2). Importantly, in SR, the distribution of the 3 types of
cells was identical in both atria.

Interestingly, CAF-induced electrical remodeling re-
duces the RA-to-LA resemblance. In both atria, the
percentage of decrease of I ;-predominant cells was
similar. However, such reduction was accompanied by an
increase in the percentage of intermediate cells in the
LAA, but by an increase of I -predominant cells in the
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RAA. Furthermore, CAF promoted a more marked
decrease in I, ; amplitude and density in the LAA than in
the RAA, which results in a greater density of I, in the
RAA. Therefore, an RAA-to-LAA I, density gradient
was created by CAF. Conversely, because 1 ,; amplitude
and density were decreased more markedly in the RAA
than in the LAA, the physiological RAA-to-LAA I
gradient was annulated by CAF. Therefore, it can be
concluded that CAF increases the interatrial dissimilarity
in repolarizing currents.

Which atrium is the most affected by CAF? Experimental
and clinical studies demonstrated that, particularly during

129

paroxysmal AF, the LA experiences faster rates than the RA
(4,10). Assuming that electrical remodeling is a conse-
quence of the fast atrial frequency of activation (9), our
initial hypothesis was that if remodeling had to be more
marked in one atrium than in the other, then the most
affected would be the LA. Our results suggest that both atria
are profoundly affected, but in different ways. This striking
result suggests that other factors besides the increase of the
activation frequency produce electrical remodeling. How-
ever, it should be stressed that myocytes used in this study
came from CAF patients in whom LA frequencies could
not be higher than RA frequencies.
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CAF increases I, A novel and relevant result of this study
is that, in both atria, CAF increases the amplitude and
density of a 4-AP-resistant tetracthylammonium-sensitive
component. The envelope-of-tail test demonstrated that
this current was composed of a single time-dependent
outward current that was sensitive to HMR-1556. These
features, together with the positive midpoint of the activa-
tion curve (V, = 7.6 = 1.2 mV) and the slow activation
kinetics (7, = 2.2 = 0.1 s at +60 mV), strongly suggest
that the increased current was I. This result merits several
considerations. This is the first demonstration of a CAF-
induced increase of a voltage-dependent K* current. In-
deed, so far only a CAF-induced increase in voltage-
independent inward rectifier currents (the Iy, and the
agonist-independent component of the Igacp) has been

described (9,15,17). The increase in these inward rectifier
currents seems to play a critical role in shortening the atrial
APD and ARP and in promoting AF maintenance and
recurrence (18). Because Iy, accumulates at high frequencies
due to its slow deactivation, the Iy, increase would also
contribute to CAF-induced shortening of APD and to further
promote fibrillatory conduction (19). It is reasonable to spec-
ulate that a frequency-dependent inhibition of I, such as that
produced by propafenone (20), is useful in the CAF context,
thus converting Iy, in a putative antiarrhythmic target (19).

Comparison with previous reports. Our results on I ;
and Iy, agree with those of previous reports. A strong
reduction of I, ;, which was attributed to a decrease in
Kv4.3 mRNA level and protein expression, is a consistent

finding in patients with CAF (9,15,13,21,22). Further-
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more, an I decrease, which was attributed to a CAF-
induced proteolysis that diminishes the Kv1.5 protein
expression without modifying the mRNA level, has also
been described (13,15,21). Finally, it is noteworthy to
stress that this is the first electrophysiological report on
human atrial Iy, remodeling. Reported alterations in
Kv7.1 and minK expression have been variable, with both
increases and decreases (9,13,23). Our results agree with
those demonstrating a simultaneous decrease in Kv7.1
and increase in minK (23).

Study limitations. All samples came from the atrial ap-
pendages that could not be representative of the rest of the
atria. Furthermore, ionic channel remodeling may be influ-
enced by pharmacological treatment, sex, and/or underlying
cardiac diseases of the patients (9). In the SR group, the
proportion of patients with valvular and valvular combined
with ischemic heart disease was 21 of 26 patients, whereas
it was 13 of 15 patients in the CAF group. Thus, the
changes described herein could be attributed to the AF
itself, because the underlying heart disease was distributed
similarly in the SR and CAF groups.

Conclusions

We demonstrate that in SR there is intra-atrial heteroge-
neity in the repolarizing currents. CAF profoundly, but
differentially, affects the voltage-dependent repolarizing
currents in both atria, which promotes interatrial differ-
ences. Finally, as to our knowledge, this is the first electro-
physiological demonstration of CAF-induced I, increase,
which could be critical in CAF-induced shortening of APD
and promotion of fibrillatory activity.
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IE3 APPENDIX

For an expanded Methods section, supplementary figures, and
supplementary tables, please see the online version of this article.
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APPENDIX

Expanded Material and Methods

Patients and atrial appendage collection

The study was approved by the Investigation Committee of the Hospital Universitario
Gregorio Maranén (CNIC-13) and conforms with the principles outlined in the
Declaration of Helsinki. Each patient gave written informed consent. Right (RAA) and
left atrial appendage (LAA) samples were obtained from patients in sinus rhythm (SR)
and with chronic atrial fibrillation (CAF) that underwent cardiac surgery. Patient history
was used to collect several clinical data, including echocardiographic data and type and

duration of the arrhythmia where appropriate. All the patients included in the atrial

133



fibrillation group were in CAF (>6 month at the time of surgery). Pharmacological
treatment and stage of heart failure (according to the New York Heart Association
[NYHA] classification) were also determined. All these clinical data are summarized in

the online Table 1.

Electrophysiological analysis

Human atrial myocyte isolation

Atrial myocytes were enzimatically isolated from RAA and LAA samples obtained
from 22 patients in SR and from 11 patients with CAF following methods previously
described (1,2). Immediately after surgical excision, samples were placed into chilled
Ca**-free Tyrode’s solution containing (mM): NaCl 100, KCI 10, KH,PO, 1.2, MgSO,
5, taurine 50, MOPS 5, and glucose 20 (pH 7.0 with NaOH) and supplemented with 2,3-
butanedione monoxime (BDM, 30 mM), chopped into small pieces (=1 mm’), and
washed 3 times for 3 minutes with Ca*"-free Tyrode’s solution. Tissue pieces were then
changed to Ca®"-free solution containing 254 U/mL collagenase type I (Worthington,
USA) and 0.5 mg/mL protease type XXIV (Sigma Chemical Co, United Kingdom) and
gently stirred for 15 minutes. Afterwards, the Ca*” concentration was raised to 0.2 mM,
and the tissue was stirred for 30 minutes more. Stirring was continued with Tyrode’s
solution (0.2 mM Ca”") containing only collagenase until rod-shaped striated myocytes
were seen (=35 minutes). During all these steps, the solutions were continuously
oxygenated with 100% O, at 37°C.

Myocytes were kept until use in a storage solution containing (mM): KCI 20, KH,PO4
10, glucose 10, K-glutamate 70, B-hidroxybutyrate 10, taurine 10, EGTA 10, and
albumin 1 (pH 7.4 with KOH). Myocytes were used for electrophysiological recordings

within 8 h.
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Recording techniques

A small aliquot of cell suspension was placed in a 0.5 mL chamber mounted on the
stage of an inverted microscope (Nikon TMS, Nikon Co., Japan). After settling to the
bottom of the chamber, cells were perfused at 1 mL/min with external solution (see
composition below). Currents were recorded at room temperature (21-23°C) using the
whole cell patch-clamp technique using an Axopatch-200B patch clamp amplifier
(Molecular Devices, USA). (1-6). Recording pipettes were pulled from 1.0 mm o.d.
borosilicate capillary tubes (GD1, Narishige Co., Ltd, Japan) using a programmable
patch micropipette puller (Model P-2000 Brown-Flaming, Sutter Instruments Co., USA)
and were heat-polished with a microforge (Model MF-830, Narishige). Micropipette
resistance was <3.5 MQ when filled with the internal solution and immersed in the
external solution. The capacitive transients elicited by symmetrical 10 mV steps from 0
mV were recorded at 50 kHz (filtered at 10 kHz) for subsequent calculation of
capacitative surface area, access resistance and input impedance. In all the experiments,
series resistance was compensated manually by using the series resistance compensation
unit of the Axopatch amplifier, and usually >80% compensation was achieved. In
myocytes from SR patients, mean peak maximum outward K current amplitude at +50
mV, uncompensated access resistance, and capacitance averaged 1008.5+44.3 pA,
3.240.4 MQ, and 72.3+4.0 pF (n=121), respectively. In myocytes from CAF patients,
mean peak maximum outward K current amplitude at +50 mV, uncompensated access
resistance, and capacitance averaged 691.5+£50.1 pA (P<0.001 vs. SR), 2.9+0.6 MQ
(P>0.05 vs. SR), and 98.5+5.5 pF (n=62) (P<0.001 vs. SR), respectively. Thus, under
our experimental conditions no significant voltage errors (<5 mV) due to series

resistance were expected with the micropipettes used. The current recordings were
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sampled at 4 kHz, filtered at half the sampling frequency and stored on the hard disk of
a computer for subsequent analysis. To record human atrial outward K" currents, the
external solution contained (mM): NaCl 140, KCl 4, CaCl, 1, MgCl, 1, HEPES 10,
glucose 10, nifedipine (1 uM), and atropine (1 uM) (pH 7.4 with NaOH). Recording
pipettes were filled with an internal solution containing (mM): K-aspartate 80, KCl 42,

KH,PO4 10, MgATP 5, phosphocreatine 3, HEPES 5, and EGTA 5 (pH 7.2 with KOH).

Pulse protocols and analysis

The protocol to obtain current-voltage relationships of human atrial outward K™ currents
consisted of 250 ms steps from -80 mV to potentials ranging -90 mV and +50 mV (1).
A prepulse of 25 ms to -40 mV was applied to inactivate the inward Na~ current (Ix,).
The Ca’"-independent 4-aminopyridine-sensitive component of the transient outward
current (Io1) was measured, in cells with the I;,;-predominant and intermediate patterns,
as the difference between the peak outward current and the current at the end of the
voltage step, whereas the fast activating non-inactivating component (Iy,s) was measured
as the current at the end of the voltage step (1,7,8). Considering the main K current
elicited at plateau potentials, three types of cells can be differentiated. Those cells in
which the amplitude of Iy, was <20% of the total peak amplitude were designated as
Iio1-predominant cells. Those cells in which the I,; was absent and, therefore, the
amplitude of Iys was >85% of the total peak amplitude were designated as Ig-
predominant cells. Finally, cells exhibiting both I,; and Iy and, in which the Iy
represented >50% of the total peak current, were designated as “intermediate” cells. To
obtain the inactivation curves of I, a two-step protocol was used. The first 250-ms
conditioning pulse from —80 mV to potentials between —90 and +50 mV was followed

by a test pulse to +50 mV. Inactivation curves were constructed by plotting the current
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amplitude obtained with the test pulse, as a function of the voltage command of the
conditioning pulse and a Boltzmann function was fitted to the data to obtain the
midpoint (Vy,) and the slope (k) of the inactivation curve. To describe the time course of
current decay, an exponential analysis was used. The slow component of the delayed
rectifier current (Ixs) was recorded by applying 4-s pulses from a holding potential of -
40 mV to potentials ranging -40 and +60 mV and tail currents were elicited upon
repolarization to —30 mV (9). Under these conditions, Ixs amplitude was measured as
the difference between the instantaneous current level after the decay of the capacity
transient and the current level at the end of the voltage step. The activation kinetics of
Iks has been described as a sigmoidal process, assuming that the channel has multiple
closed states (9). However, in the present study and in order to describe the dominant
time constant of this process, an exponential analysis was used as an operational
approach, fitting the latter part of the activating current with a single exponential of the
form:
y=Aexp(-t/tx)+C

where 1 is the system time constant, A is the amplitude of the exponential and C is the
baseline value.
A Boltzmann equation was fitted to the I activation curves using a least-squares fitting
routine:

y=A/{1+exp [(Vi-Vm)/k]}
where Vj, is the midpoint of the activation, Vi, is the test potential, and k represents the
slope factor of the curve.
An envelope-of-tails-test was also performed by applying test pulses from a holding
potential of -40 mV to +50 mV for durations ranging from 0.1 to 3 s followed by

repolarization to -30 mV. The ratio between the amplitude of the tail currents (Ikui) and
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amplitude of the time-dependent current recorded with the depolarizing pulse (Ixmax)
was plotted as a function of the pulse duration. In some experiments the ultrarapid
component of the delayed rectifier current (Ixy), i1, the rapid component of the
delayed rectifier current (Ix,) and Ixs were measured as the current sensitive to 50 uM, 2
mM 4-aminopyridine (4-AP), 1 uM dofetilide and 10 mM tetracthylammonium,
respectively. In those experiments where 2 mM 4-AP was perfused directly after the
control recordings (without previous perfusion with 50 uM 4-AP), the 2 mM 4-AP

sensitive current was composed of Iiy;+Igy;.

Drugs

Atropine, 4-AP, tetracthylammonium chloride, and nifedipine were purchased from
Sigma, whereas dofetilide and HMR-1556 were kindly provided by Pfizer (United
Kingdom) and sanofi-aventis (France), respectively. All these compounds were
dissolved as appropriate to yield 0.01 M stock solutions. Further dilutions were carried
out in external solution to obtain the desired final concentration. Control solutions

always contained the same solvent concentrations as the test solution.

Analysis of the mRNA expression of K channels

Tissue and RNA preparation

Total RNA was isolated from human atrial appendages obtained from 4 patients in SR
and from 4 patients with CAF. Immediately after the surgical excision, tissue samples
were snap-frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C until further processing. Total
RNA was purified from the homogenized tissue specimens (homogenizer Ultra Turrax
T18 IKA, Germany) with RNeasy midi kit (Qiagen, United Kingdom) according to the

manufacturer’s instructions. RNA was quantified by photometry (A= 260 nm) and the
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purity of the samples was verified by the 260/280 ratio by Nano-Drop 2000 (Thermo

Scientific, USA).

Semiquantitative polymerase chain reaction analyses

Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed using the
One-step RT-PCR kit (Qiagen) (6). Target gene specific oligonucleotide primer pairs
(forward and reverse) were designed for Kv4.3, Kvl.5, Kv7.1 (KvLQTI1), minK,
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), and protein kinase C a (PKCa.)
gene sequences obtained from GenBank DNA sequences database (Online Table 2).
Primers were synthesized by Roche Diagnostics via TIB-MOLBIOL (Germany) and
supplied in lyophilised form. The melting temperature (Tm) for each primer target gene
used in the PCR reactions is indicated in the online Table 2. RT-PCR was performed on
0.5 ng of total RNA and the reactions were repeated at least 3 times for each sample.
RT-PCR reaction was performed using the thermocycler Mastercycler pro (Eppendorf,
Germany) using the following thermal cycler conditions: one step for reverse
transcription (50°C 30 min) and initial PCR activation step (95°C 15 min). For Kv4.3,
Kv1.5 and Kv7.1 amplification involved 40 cycles of 1 min of DNA denaturalization at
94°C, 1 min of primer annealing (at optimised annealing temperature, online Table 2)
and 1 min of primer elongation at 72°C. For minK amplification involved 50 cycles of 1
min of DNA denaturalization at 94°C, 1 min of primer annealing (at optimised
annealing temperature, online Table 2) and 1.5 min of primer elongation at 72°C. The
final extension step was performed for 10 min at 72°C. The amplification products were
run on 1.8% agarose gel containing ethidium bromide (0.5 ng/mL) and visualized under
UV light. Molecular weight markers (Sigma) were added to one lane in order to

estimate the size of the amplification products. A semi-quantitative analysis of the
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relative expression of the K channel was performed by using the housekeeping gene
GAPDH as internal standard. None of the K' channel-specific primers cross-reacted
with the GAPDH primer after 40 cycles of PCR, with the exception of Kv7.1. Thus,
PKCao was used as an internal standard when the expression of Kv7.1 channels was
determined. Previous studies described that GAPDH and PKCa expression was not
significantly different between atrial samples from SR and CAF patients (10,11). The
density of the PCR products was quantified by densitometry (Gel Logic 1500 imaging
system, Kodak, USA) and the results obtained were normalized to the internal standard

expression.

Statistical methods

Results are expressed as mean=SEM. Unpaired #-test or one-way ANOVA followed by
Newman-Keuls test were used to assess statistical significance where appropriate.
Comparisons made between categorical variables were done using Fisher's exact test. A

value of P<0.05 was considered significant.
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Expanded results

Online Figure 1. Current traces showing the envelope-of-tails test for Ixs recorded in an
RAA myocyte from a CAF patient are shown. The protocol consisted of test pulses
from a holding potential of -40 mV to +50 mV for durations ranging from 0.1 to 3 s
followed by repolarization to -30 mV. The ratio between the amplitude of the tail
currents (Ixwi) and the amplitude of the time-dependent current recorded with the
depolarizing pulse (Ixmax) Was plotted as a function of the pulse duration. The results
obtained with this protocol confirmed that the current recorded was generated by a
single population of channels since the Ikui/Ikmax ratio was constant at 0.27+0.05,

regardless of the duration of the pulse.
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Online Figure 2. Histograms of the densitometric analysis of Kv4.3 (A) and Kv1.5 (B)
mRNA measured in LAA and RAA from patients in SR and CAF. The results depicted
are normalized to the housekeeping gene GAPDH expression. Bars represent the
mean+SEM of 4 patients. In SR there were not differences in the Kv4.3 expression
between LAA and RAA. CAF decreased the expression of the channel more markedly
in the LAA than in the RAA. In SR, Kv1.5 expression was not different in the LAA and

in the RAA. Furthermore, CAF did not modify this expression in any of the atria.
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Online Figure 3. Histograms of the densitometric analysis of Kv7.1 mRNA measured
in atrial appendages from patients in SR and CAF. The results depicted are normalized
to PKCa expression. Bars represent the meantSEM of 4 patients. CAF slightly

decreased Kv7.1 mRNA level, the effect being identical in LAA and RAA samples.
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Table 1. Patient characteristics.

SR AF

Patients (n) 26 15
Mean age (years) 7242 66+3
Male/Female (n) 15/11 9/6
Surgery

Valve surgery (n) 11 9

CABG surgery (n) 5 2

Combined (n) 10 4
Cardiopathy

Valvular (n) 10 9

Ischemic (n) 5 2

Valvular+Ischemic (n) 11 4
Hypertension (n) 16 6
Diabetes mellitus () 9 4
Dyslipidemia (n) 14 4
Left atrial diameter (cm) 4.4+0.2 5.1£0.2%
Ejection fraction (%) 50.0+£3.0 45.3+3.3
NYHA functional class

I (n) 3 1

I (n) 8 5

11 (n) 12 8

IV (n) 3 1
Creatinine (mg/dL) 0.97+0.05 0.90+0.05
Pulmonar systolic pressure (mm Hg) 45.4+3.8 48.4+3.7
Treatment

Beta blockers (n) 11 10

ACE inhibitors/ARBs (n) 20 8

Statins (n) 14 7

Acetylsalicylic acid (n) 15 6

Digoxin (n) 0 6

Calcium antagonists (7) 5 1

Diuretics () 10 10

Spironolactone (7) 1 2

Clopidogrel (n) 1 1

Oral anticoagulants (n) 0 8

Class I Antiarrhythmic drugs () 0 1

Class III Antiarrhythmic drugs (n) 0 2

ACE, angiotensin converting enzyme; ARBs, angiotensin II type 1 receptor blockers;

CABG, coronary artery bypass grafting. * P<0.05 vs. SR patients.
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Table 2. Sequence of the primers used in this study.

. . Tm Annealing Temp

Protein Primer sequence °C) “C)
F5°-

Kv4.3 CTTCAACGAGGACACCAA- 51.9 537
3 .
R 5’- 52.2
AGAGCCGCAGGAGGTA-3’

Kvl1.5 F5’- 54.6
GGCTGACAACCAGGGAA-3 55.4
R 5’- 51.7
CTCCCATTCCCTACTCCA-3’

Kv7.1 F 5°-GCTTCCTGAGGGGAGA- 50.4
3
R 5’- 49.4 >12
ACACCTTCCTGAGACGAA-
3

KCNEI1 F5°- 50.6
ACACCTTCCTGAGACGAA-
3 54.1
R 5’- 524
TTCAGGGAGATGTGTGCA-
3

GAPDH F5’- 52.3
CAAGAAGGTGGTGAAGCA- . "
3 Variable
R 5’-TGGGCCATGAGGTCCA- 55.9
3

PKCa F5- 56.5
CCTTAGGCGAGTGTGGTGA-
3 Variable*
R 5’- 55.6
CTTCTCTGGCTCCTTCCTGA-
3

Tm: Theoretical primer melting temperature
* The annealing temperature of the internal standards corresponded to that of the mRNA

problem in each case.
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Table 3. Time course and voltage-dependence of Iy, inactivation.

Time course of I;,; inactivation Voltage dependence of I
inactivation
T (ms) s (ms) Vi (mV) K
LAA 20.1£1.7 129.6+£22.9 -40.3£1.6 8.2+0.5
SR
RAA 20.2+1.4 152.1+£23.3 -38.9+1.8 8.5+0.6
LAA 25.6+£2.8 140.6+£24.8 -32.1+14 7.1+£0.4
CAF
RAA 25.1+£3.8 120.3£17.2 -37.1£2.4 7.94+0.5

CAF= chronic atrial fibrillation; LAA= left atrial appendages; RAA= right atrial appendages;

SR= sinus rhythm; t= time constant;V}, and k&= midpoint and slope of the inactivation curve.
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Keywords

3-adrenergic stimulation has profound influence in the genesis and maintenance of atrial fibrillation (AF). However,
the effects of 3-Adrenoceptor stimulation on repolarizing currents and action potential (AP) characteristics in human
atrial myocytes from left (LAA) and right atrial appendages (RAA) obtained from sinus rhythm (SR) and chronic atrial
fibrillation (CAF) patients have not been compared yet.

Currents and APs were recorded using whole-cell patch-clamp in RAA and LAA myocytes from SR and CAF patients.
Isoproterenol concentration-dependently decreased the Ca*"-independent 4-aminopyridine-sensitive component of
the transient outward current (lo1) and the inward rectifying current (Ixq). CAF significantly enhanced this inhibition,
this effect being more marked in the left than in the right atria. CAF dramatically enhanced (3-Adrenoceptor-mediated
increase in the slow component of the delayed rectifier current (Ixs), whose density was already markedly increased
by CAF. Conversely, the ultrarapid component of the delayed rectifier current (l,.) of both SR and CAF myocytes
was insensitive to low isoproterenol concentrations. As a consequence, stimulation of 31-Adrenoceptors in SR myo-
cytes lengthened, whereas in CAF myocytes shortened, the AP duration. Quantitative PCR revealed that CAF up-
regulated B1-Adrenoceptor expression, preferentially in the left atria.

The present results demonstrate that CAF increases the effects of 31-Adrenoceptor stimulation on repolarizing cur-
rents by means of a chamber-specific up-regulation of the receptors. This, together with the ion channel derange-
ments produced by CAF, could contribute to the long-term stabilization of the arrhythmia by shortening the AP
duration.

Chronic atrial fibrillation e Voltage-dependent and inward rectifying potassium channels e (-Adrenoceptors e
Electrical remodelling © Human myocytes e Right and left atria

1. Introduction

Atrial fibrillation (AF) is the most common sustained cardiac arrhyth-
mia and contributes to population morbidity and mortality."* Present-
ly available therapeutic approaches have major limitations,"
therefore, an improved understanding of the mechanistic insights of
the disease is needed for the development of novel therapeutic
approaches.

Acute and chronic atrial fibrillation (CAF) are characterized by
shortening of the action potential (AP) duration (APD) and atrial re-
fractory period (ARP), increased ARP dispersion, and loss of APD
adaptation to changes in frequency." Such alterations in atrial elec-
trical properties (electrical remodelling) are caused by derangements
in ion channel expression.'* Importantly, it has been demonstrated
that AF-induced electrical remodelling promotes AF maintenance
(AF begets AF)."~? Indeed, the shorter the ARP the faster and
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more stable the re-entry of electrical impulses that sustain the ar-
rhythmia. Among changes of atrial ion channels there are some that
do not apparently contribute to the shortening of the ARP, for in-
stance, the expression decrease in the channels generating the ultra-
rapid component of the delayed rectifier current (lg,), and the
Ca®*-independent 4-aminopyridine (4-AP)-sensitive component of
the transient outward current (loq).>* Conversely, there are other
changes that seem to critically contribute to the abbreviation of
APD and ARP. Such is the case of the expression decrease in the
channels that generate the depolarizing L-type Ca*" current (Ica).”
Moreover, CAF increases the expression of channels that underlie
the repolarizing inward rectifier (I¢1) and the constitutively active
acetylcholine-dependent (lgach) currents.®’ In the same line, we re-
cently demonstrated that the slow component of the delayed rectifier
current (lgs) is markedly increased in both left (LA) and right (RA)
atrial myocytes from CAF patients.® Since Ixs contributes to AP final
phase repolarization more at fast than at slow rates,” we proposed
that [, increase would also critically contribute to the abbreviation
of APD and ARP, and, thus, to AF maintenance and recurrence.

Several data suggest that adrenergic stimulation may be involved in
the initiation and/or maintenance of AF.'® However, it is unclear
how adrenergic stimulation affects the various electrophysiological
mechanisms that could underlie AF. Previous data demonstrated
that CAF is associated with an enhanced effect of isoproterenol to in-
crease Iy > Conversely, data on the effects of B-adrenergic stimula-
tion on K' repolarizing currents and atrial AP characteristics in
patients with CAF are currently unavailable. Thus, in this work we
analysed the effects of B-Adrenoceptor stimulation on o1, lkur lks
and l¢q recorded in myocytes obtained from left (LAA) and right
(RAA) atrial appendages from sinus rhythm (SR) and CAF patients.
We also analysed the effects of isoproterenol on the characteristics
of the APs recorded in SR and CAF myocytes. The results demon-
strated that CAF markedly enhanced B-Adrenoceptor-mediated
effects by increasing the expression of B1-Adrenoceptors. As a con-
sequence of AF-induced changes in channels and receptors stimula-
tion of B-Adrenoceptors in CAF myocytes significantly shortened
the APD, an effect that could contribute to the perpetuation of the
arrhythmia.

2. Methods

The study was approved by the Investigation Committee of the Hospital
Universitario Gregorio Marafién (CNIC-13) and conformed to the princi-
ples outlined in the Declaration of Helsinki. Each patient gave written
informed consent.

2.1 Electrophysiological analysis

2.1.1 Human atrial myocyte isolation

Myocytes were enzymatically isolated from RAA and LAA samples,
obtained from 36 patients in SR and 32 patients with CAF that underwent
cardiac surgery, following methods previously described.? Clinical data of
patients are summarized in Supplementary material online, Table S1.

2.1.2 Recording of ionic currents

Currents were recorded at room temperature using the whole-cell patch-
clamp configuration (micropipette resistance <3.5 M()). Series resistance
was compensated manually and usually >80% compensation was
achieved. Under our experimental conditions no significant voltage
errors (<5 mV) due to series resistance were expected with the micro-
pipettes used. Currents were filtered at half the sampling frequency.

2.1.3 Pulse protocols

The protocol to record o1 and Iy, consisted of 250 ms pulses from
—80 mV to potentials ranging —90 and 450 mV.%2 A 25 ms prepulse to
—40 mV was applied to inactivate the inward Na™ current (In,). lks was
recorded by applying 4s pulses from —40 mV to potentials ranging
—40 and 460 mV and tail currents were elicited upon repolarization
to —30mV in cells previously superfused with 2mM 4-AP® Iy, was
recorded by applying 250 ms pulses from —120 to +20 mV or by apply-
ing 50 ms pulses from —80 mV to —100 mV followed by depolarizing
ramps to +20mV (800 ms). Finally, lc,. was recorded by applying
500 ms pulses that were imposed in 5mV increments between —40
and +50 mV from a holding potential of —80 mV. Iy, was inactivated
by the application of a 50 ms prepulse to —30 mV.

2.1.4 Recording of action potentials

APs were recorded at room temperature using the current clamp config-
uration.”” Tip resistance of the micropipettes used was >7 M() to ensure
high quality gigaseals and minimal depolarization of membrane potential.
APs were elicited by 2 ms depolarizing current pulses at 1.5 times the
current threshold at a frequency of 1 Hz.

2.2 Mathematical model of a human atrial
action potential

Effects of isoproterenol on SR human atrial APs driven at 1 Hz were simu-
lated using the mathematical model of ‘type 3’ AP developed by Courte-
manche et al'> by incorporating the experimentally measured
isoproterenol effects on I, I, and Ica (Supplementary material
online). CAF-remodelled type 3 APs were obtained considering a 70% re-
duction in Ica, a 50% reduction in s and gy and a 100% increase in
Ik and I Finally, we also modelled CAF APs without considering the Iy
increase.

2.3 Drugs

Drugs were dissolved as appropriate to yield 0.01 M stock solutions.
Stock solutions of isoproterenol were prepared fresh daily in deionized
water containing 0.04% ascorbic acid.

2.4 Analysis of the mRNA expression

Total RNA was isolated from human atrial appendages obtained from 5 SR
and CAF patients, respectively (Supplementary material online, Table
$2),5" and real-time quantitative PCR (qPCR) using Tagman-based ABI
gene expression assays was performed. The cycle to threshold (Ct)
values corresponding to mRNA levels were normalized to 185 rRNA.
To compare expression differences, the respective data were transformed
from ACt values to equivalent fold differences as described in the Supple-
mentary material online.

2.5 Statistical methods

Results are expressed as mean + SEM. An unpaired t-test or one-way
ANOVA followed by the Newman—Keuls test were used to assess statis-
tical significance. Comparisons between categorical variables were done
using Fisher’s exact test. A value of P < 0.05 was considered significant.
A multiple linear regression was used to identify putative associations
between isoproterenol-induced effects and some clinical characteristics
or pharmacological treatments of the patients. To make comparisons
between two different concentration—response curves, an F-test was
used. All experimental procedures are exhaustively described in the Sup-
plementary material online.

3. Results

For electrophysiological experiments, we analysed 36 and 32 samples
obtained from SR and CAF patients (Supplementary material online,
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Table S1), respectively. The mean size of CAF myocytes was greater
than that of SR myocytes as assessed by cell capacitance measurement
(112 + 4.7 vs. 789 + 3.5 pF, n = 234, P < 0.001). In both SR and CAF
patients, cell capacitance of LAA myocytes was indistinguishable from
RAA myocytes (Supplementary material online, Figure STA).

As previously demonstrated® randomized selection of healthy rod-
shaped LAA and RAA myocytes obtained from SR patients resulted in
three types of cells according to the voltage-dependent K™ currents
elicited at plateau potentials (Supplementary material online, Figure
S1B). ln1-predominant cells accounted for ~30% of the cells and
exhibited an outward current mainly composed of a fast-activating
and inactivating l1. o1 Was completely absent in ~30% of the cells
which presented a fast-activating non-inactivating current (lg,s pre-
dominant). The most abundant cells were those that exhibited both
l.o1 and sustained currents (intermediate pattern). CAF modified the
distribution of these cell types mainly by decreasing the percentage
of Ilr-predominant cells in both atria (Supplementary material
online, Figure S1C).

3.1 Effects of isoproterenol on I,

Figure 1A and B shows the effects of isoproterenol (1nM), a
B-Adrenoceptor agonist, on currents elicited by 250 ms pulses from
—80 mV to potentials ranging from —90 to +50 mV in RAA cells
with an intermediate pattern obtained from an SR and a CAF
patient. At very positive potentials, an outward current was com-
posed of I, and Isus. In both SR and CAF myocytes, isoproterenol
decreased peak current amplitude, whereas it did not modify the
lsus measured at the end of the test pulses.

Supplementary material online, Figure S2 shows 1 density—voltage
relationships for LAA and RAA myocytes from SR and CAF patients in
the absence and presence of isoproterenol 1 nM. l;,1 was measured,
in cells with I;,¢-predominant and intermediate patterns, as the differ-
ence between the peak and the current at the end of the 250 ms

pulse. Our results confirmed that CAF reduced l,1 density in both
atria, the effect being significantly more marked in the LAA than in
the RAAZ As can be observed, in SR and CAF myocytes iso-
proterenol significantly ~decreased l,q density at potentials
>+420mV in both LAA and RAA cells (Supplementary material
online, Figure S2).

We further analysed the isoproterenol-induced decrease in [
density at +30 mV, a positive membrane potential easily reached
under physiological conditions (Figure 1C). In SR cells isoproterenol
similarly decreased I, density in both atria. Compared with SR,
CAF significantly enhanced the isoproterenol-induced I inhibition,
an effect that was significantly greater in the LAA than in the RAA
(n =16, P < 0.05). Importantly, isoproterenol effects were prevented
in both SR and CAF cells by atenolol (1 M), a B1-selective adreno-
ceptor antagonist (Figure 1D), suggesting that l¢ inhibition was
mediated by 31-Adrenoceptor stimulation.

Since isoproterenol-induced l;,1 inhibition has never been reported
before, we explored the underlying signalling pathway. The results
demonstrated that the isoproterenol I, inhibitory effects were abol-
ished in the presence of either 9-cyclopentyladenine, a selective in-
hibitor of adenylyl cyclase (AC), or by the intracellular dialysis with
PKI, a protein kinase A (PKA) inhibitor (Supplementary material
online, Figure S3). Thus, our preliminary results suggested that the
l.o1 inhibition was mediated by the canonical signalling pathway of
31-Adrenoceptors.

The concentration that produces the half-maximum effect (ECso),
the maximum effect (Enax), and the Hill coefficient (ny) were calcu-
lated by fitting the Hill equation to the I, inhibition produced by dif-
ferent isoproterenol concentrations in LAA and RAA cells from SR
and CAF patients (Figure 2A and B). Comparison of the ECsq con-
firmed that in both atria isoproterenol more potently inhibited ;o1
in CAF than in SR cells (Figure 2C) the effect being significantly
more marked in the LAA than in the RAA. Isoproterenol produced

A +50 mV SR CAF
0y
—80 mV )
N Control Isoproterenol 1 nM o
h N &
€
< €
8 2
—_— —i
P<0.01
100 I
s P<0.01 -0
B D
+50 mV
—somv |
m Control Isoproterenol 1 nM
P Atenolol +

y

250 pA

500 pA

100 ms

| s

Isoproterenol 1 nM

Atenolol 1 uM

100 ms

Figure | Effects of isoproterenol on K™ currents elicited in two RAA cells obtained from an SR (A) and a CAF (B) patient. (C) Percentage of
isoproterenol-induced /i, inhibition at +30 mV in LAA and RAA myocytes from SR and CAF patients. Each bar represents the mean + SEM of
n > 8. (D) Effects of isoproterenol in the presence of atenolol on K* currents recorded in an RAA myocyte from a CAF patient.
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Figure 2 [, density reduction at +30 mV as a function of isoproterenol concentration in LAA (A) and RAA (B) myocytes from SR and CAF
patients. Isoproterenol-induced [y, increase at +30 mV in LAA (D) and RAA (E) myocytes from SR and CAF patients. Continuous lines represent
the fit of a Hill equation to the data. *P < 0.05 vs. SR. (C and F) ECsq values for the isoproterenol-induced I;,¢ inhibition (C) and Iy increase (F)
in LAA and RAA myocytes from SR and CAF patients. In (C) and (F), Hill coefficients appear over the data bar. Each point/bar represents the

mean 4+ SEM of n > 8.

a voltage- and time-independent 4 inhibition since it did not modify
the midpoint of the inactivation curve or the time constant of l,,q in-
activation either in SR or CAF myocytes (Supplementary material
online, Figure $4 and Table S3).

3.2 Effects of isoproterenol on I

Supplementary material online, Figure S5 shows the effects of iso-
proterenol (1 nM) in Iy-predominant RAA cells obtained from an
SR and a CAF patient, respectively. Supplementary material online,
Figure S6 shows Iy, density—voltage relationships obtained in LAA
and RAA cells from SR and CAF patients. I5,s amplitude was measured
at the end of 250ms pulses in intermediate pattern and Ig,s-
predominant cells. The results confirmed that /s density decreased
in CAF myocytes, this effect being more marked in the RAA than in
the LAA® Supplementary material online, Figures S5 and S$6 show
that isoproterenol did not modify Iy, recorded either in SR or CAF
cells at any of the voltages tested. Ig,s is mainly (~70%) carried by
the IKurS and treatment of Igs-predominant and intermediate
pattern cells with 10 mM tetraethylammonium (TEA) and 1 uM dofe-
tilide leaves I, unaffected.®"® Thus, we further analysed the effects of
isoproterenol on [, measured as the TEA + dofetilide-resistant
current (Supplementary material online, Figure S5D). Under these
conditions, isoproterenol did not modify the I, recorded in SR
and CAF myocytes.

3.3 Effects of isoproterenol on Iy

4-AP at 2 mM simultaneously blocks I, and [ Figure 3A and B
shows the effects of isoproterenol on 2 mM 4-AP-resistant currents
elicited in SR and CAF myocytes from the RAA. Supplementary ma-
terial online, Figure S7 shows I¢, density—voltage relationships
obtained in LAA and RAA cells from SR and CAF patients in the

presence and absence of isoproterenol. The 4-AP-resistant compo-
nent amplitude (measured as the difference between the amplitude
at the end and the beginning of the pulse) was small in SR cells, its
density being similar in RAA and LAA cells (0.2 + 0.03 pA/pF at
+30 mV, n = 16) (Supplementary material online, Figure $7).% Import-
antly, in both LAA and RAA cells obtained from CAF patients s amp-
litude increased 2.5-fold compared with LAA and RAA cells from SR
patients (0.5 £+ 0.06 pA/pF at +-30 mV, n = 30, P < 0.01 vs. SR). Here,
that in both SR and CAF myocytes, the 2 mM
4-AP-resistant voltage-dependent K* current is I, since it is sensitive
to TEA (10 mM) and HMR-1556 (1 M) (Supplementary material
online, Figure $8).2 exhibits very slow activation kinetics (Supplemen-
tary material online, Figure S8 and Table S4) and a voltage dependence

we confirm,®

also congruent with those of I, (Supplementary material online,
Table $4).8 Isoproterenol significantly increased Ix, density at poten-
tials >+20 mV and > —20 mV in SR and CAF myocytes, respectively
(Supplementary material online, Figure S7).

Figure 3C analyses the isoproterenol-induced increase in lxs density
at +30 mV in SR and CAF cells. Importantly, in CAF cells I augmen-
tation was significantly more marked than in SR cells and significantly
greater in LAA than in RAA cells. Moreover, I augmenting effects
produced by isoproterenol were abolished in the presence of atenolol
(Figure 3D).

Figure 2D and E shows the increase in I¢s density at +30 mV as a
function of isoproterenol concentration. The results demonstrated
that isoproterenol was significantly more potent for increasing Iys in
CAF than in SR cells this effect being more marked in LAA than in
RAA cells (Figure 2F). In CAF myocytes, effects of isoproterenol on
Ixs were voltage- and time-dependent, since they were accompanied
by a leftward shift of the midpoint of the activation curve and an ac-
celeration of the activation kinetics (Supplementary material online,

154

€102 ‘¥T Arenuer uo obrewre | uenr Ag /610°s[eulno [plojxo'saiosenoipred//:dny wodj papeojumoq


http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/cvr/cvs313/-/DC1
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/
http://cardiovascres.oxfordjournals.org/

B-Adrenoceptors and human atrial repolarizing currents

383

A
+60 mv
I =——————|
Control

Control

Isoproterenol 1 nM

Isoproterenol 1 nM

100 P<0.01

-

]
wm

3
=
<
[}
g 50
e
Q
=
oy
x

(=]

LAA RAA LAA RAA
Atenolol Atenolol
() (+)

Figure 3 Effects of isoproterenol on 2 mM 4-AP-resistant K* currents elicited in two RAA cells obtained from an SR (A) and a CAF (B) patient. (C)
Percentage of isoproterenol-induced Iy increase at +30mV in LAA and RAA myocytes from SR and CAF patients. (D) Percentage of
isoproterenol-induced Iy increase at +30 mV in LAA and RAA myocytes from CAF patients in the absence and presence of atenolol. Each bar repre-

sents the mean + SEM of n > 8.

Table S$4). Conversely, channel deactivation was not significantly
modified (Supplementary material online, Table $4).

3.4 Effects of isoproterenol on Iy

Figure 4A shows I traces recorded by applying voltage-ramps in an
LAA myocyte from a CAF patient in the absence and presence of iso-
proterenol. Inward rectifier currents were recorded in the presence
of glibenclamide (10 wM) and atropine (1 wM) and were inhibited
by BaCl, (100 wM), thus suggesting that the current recorded
under these conditions was actually lg.."" Figure 4C and D shows
the effects of isoproterenol on I, density—voltage curves obtained
in LAA and RAA cells from SR and CAF patients. /¢, amplitude was
measured at the end of 250 ms pulses applied from —80 mV to
potentials ranging from —120 to +20 mV. The results confirmed
data previously reported, ie. lgq density significantly augments in
CAF myocytes’ and demonstrated that isoproterenol only inhibited
Ixq at potentials negative to the K™ reversal potential (Ey). The per-
centage of I block at —100 mV (Figure 4B) and the analysis of the
concentration dependence (Figure 4E and F) demonstrated that
CAF significantly enhanced the isoproterenol inhibitory effects on
Ikq in both atria.

3.5 B1-Adrenoceptor remodelling

We next investigated the expression level of AC V (ACV) and VI
(ACVI), phosphodiesterase 3A (PDE3A) and 4D (PDE4D), and
1-Adrenoceptors. Ct values corresponding to [1-Adrenoceptor
mRNA levels normalized to 185 rRNA (ACt) were significantly
lower in CAF than in SR samples (n = 20) (Figure 5A). Transformation
of ACt to fold differences demonstrated that B1-Adrenoceptor ex-
pression was 27% greater in CAF than in SR (Figure 5B). Conversely,
no significant differences were found in mRNA levels of ACV, ACVI,

PDE3A, and PDE4D between CAF and SR samples. Furthermore, the
increase in 31-Adrenoceptor expression was greater in the LAA than
in the RAA (Figure 5C).

3.6 Effects of isoproterenol on APD

We analysed the effects of (-Adrenoceptor stimulation on APs
recorded in SR and CAF myocytes from the RAA. Figure 6A and B
shows examples of APs recorded in RAA cells obtained from an SR
and a CAF patient, respectively. Under our experimental conditions
a single type of AP was recorded either in SR or CAF cells.
However, as is evident in Figure 6, APs recorded in CAF myocytes
were quite different from those recorded in SR cells since they
This APD shortening
reached statistical significance when measured at 50% (APDsp) and
90% (APDsgo) of repolarization (Figure 6C). Moreover, resting mem-
brane potential (RMP) was significantly more hyperpolarized in CAF
(—748 £ 23 mV) than in SR myocytes (—683 +1.5mV, P<
0.05). Isoproterenol 1 nM did not significantly modify AP amplitude
or RMP either in SR or CAF cells. In SR cells, isoproterenol significant-
ly lengthened the APD measured at 20% (APD,o) of repolarization, as
well as APDsg and APDy (Figure 6C and D). Conversely, in CAF myo-
cytes isoproterenol significantly lengthened the APD,o and, more im-
portantly, it shortened the APDgq (Figure 6C and D). Thus, these
results suggest, for the first time, that 31-Adrenoceptor stimulation
could differentially modify APD in SR and CAF myocytes, by promot-
ing, in the latter, the shortening of the APDqg.

were significantly shorter in duration.?

3.7 Effects of isoproterenol on I,

Since I, plays a key role in determining APD, we analysed the effects
of isoproterenol on I, recorded in RAA SR and CAF myocytes. Our
results confirmed previous observations® demonstrating that CAF
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Figure 4 (A) Effects of isoproterenol on Igq recorded by applying a voltage-ramp (800 ms) in a LAA myocyte from a CAF patient.
(B) Isoproterenol-induced I inhibition at —100 mV in LAA and RAA myocytes from SR and CAF patients. Effects of isoproterenol on [,
density—voltage curves obtained in LAA (C) and RAA (D) myocytes from SR and CAF patients. Concentration-dependent /i inhibition produced
by isoproterenol at —100 mV in LAA (E) and RAA (F) myocytes from SR and CAF patients. Continuous lines represent the fit of a Hill equation
to the data. Each point/bar represents the mean + SEM of n > 8. *P < 0.05 vs. control. TP < 0.05 vs. SR.
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Figure 5 (A) ACt values of B1-Adrenoceptor mMRNA measured by qPCR in samples obtained from SR and CAF patients (pooled data). (B) Relative
expression level of ACV, ACVI, PDE3A, PDE4A, and B1-Adrenoceptor (B4-AR) mRNA in SR and CAF samples. (C) Relative expression level of
B1-adrenergic receptor mRNA in SR and CAF samples when considering LAA and RAA separately. Each bar represents the mean + SEM of n > 5.
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Figure 6 Representative AP traces recorded in two RAA myocytes obtained from an SR (A) and a CAF (B) patient in control conditions and in the
presence of 1 nM isoproterenol. (C) APD measured at 20, 50, and 90% of repolarization in RAA myocytes from SR and CAF patients in the absence
and presence of isoproterenol. *P < 0.05 vs. control. **P < 0.01 vs. control. TTP < 0.01 vs. SR. (D) Percentage of change in the APD produced by
isoproterenol in SR and CAF myocytes. TP<<0.05 vs. SR. In (C) and (D), each point/bar represents the mean =+ SEM of n > 8. Mathematically modelled
steady-state APs obtained in SR (E) and CAF (F) myocytes in the absence and presence of isoproterenol at a frequency of 1 Hz. (G) Effects of iso-
proterenol on a CAF-remodelled AP simulated without considering the CAF-induced increase on ls.

markedly decreased Ic, density (from —2.1+04 to 097 +0.2
pA/pF at +5mV, n=10, P < 0.01). Supplementary material online,
Figure S9A demonstrated that 1 nM isoproterenol slightly but signifi-
cantly increased I, (13.5 + 1.6% at +5 mV, n= 10, P < 0.05), the
ECsp and the E.x for this effect being 18.2 + 1.9 nM and 156 +
3.5%, respectively (Supplementary material online, Figure S9C). CAF
significantly enhanced the isoproterenol increasing effects on Iz,
the ECsp and E,.x for this effect being 4.8 + 0.7 nM and 300 +
21.3%, respectively (Supplementary material online, Figure S9C). In
fact, 1 nM isoproterenol increased Ic, by 24.1 + 3.1% (at +5mV,
n=10, P <0.05 vs. SR) (Supplementary material online, Figure S9B).

3.8 Mathematical model of SR
and CAF-remodelled AP

To get further insight on the mechanism responsible for the differen-
tial effects of isoproterenol on APD in SR and CAF myocytes, we ran
a mathematical model of ‘type 3’ human atrial AP developed by Cour-
temanche et al.'”> Among the three types described by the model we
selected ‘type 3’ AP because its triangular shape is almost identical to
that of the APs we recorded experimentally (Figure 6E). To simulate
the effects of 1 nM isoproterenol in RAA SR myocytes, I,,1 conduct-
ance was reduced by 10.6%, whereas lgs and Ic,. conductance were
increased by 30.0, and 13.5%, respectively. The effects of iso-
proterenol on g1 were not considered since they only appeared at
potentials negative to the Ex. Isoproterenol produced an APD pro-
longation (Figure 6E), whose magnitude was similar to that obtained
experimentally (Figure 6D).

To simulate ‘type 3° AP under CAF conditions Icay, hot, and liyr
conductances were decreased by 70, 50, and 50%, respectively, as
described by Courtemanche et al'> Additionally, we included a
100% increase in s and Ixq to take into consideration CAF-induced
modifications that have been described after the model had been pub-
lished (Figure 6F).”® To simulate the effects of 1 nM isoproterenol in
CAF-remodelled AP, l,; conductance was reduced by 28.7%,
whereas [¢; and Ic,. conductance were increased by 52.0 and
24.1%, respectively. Moreover, the effects of isoproterenol on the ac-
tivation kinetics and the voltage-dependence of the activation of Iy
were also considered. Under these conditions, the model reproduced
the isoproterenol-induced shortening of APDyq (Figure 6F) which was
of similar magnitude to that experimentally obtained (Figure 6D).
Finally, we simulated CAF-remodelled APs by incorporating the
reduction in Ic,. lo1, and I, and the increase in 4, while omitting
the increase in Igs (control in Figure 6G). Under these conditions,
isoproterenol did not shorten but lengthened the APDq, (Figure 6D
and G).

4. Discussion

The present results demonstrated that CAF upwardly regulated
B1-Adrenoceptor expression, this effect being more marked in the
LAA than in the RAA. As a consequence, in CAF myocytes
isoproterenol-mediated 1 and Iy inhibition and I¢s augmentation
were significantly enhanced. Moreover, in SR myocytes isoproterenol
lengthened whereas in CAF myocytes it further shortened APDyy,.
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4.1 Effects of isoproterenol on human
atrial repolarizing currents

In SR myocytes isoproterenol inhibited 1 in a concentration-
dependent manner, an effect completely prevented by atenolol.
Our preliminary results suggested that this {31-Adrenoceptor-
mediated effect is due to the sequential stimulation of AC and PKA.
There is a previous report showing that in SR myocytes /.1 was un-
affected by 1 wM isoproterenol." The reasons for this discrepancy
are unknown; however, and besides the difference in the concentra-
tions tested, we hypothesized that it could be due to the effects on
membrane proteins of the enzymatic treatment used for myocyte
dissociation.

We also demonstrated that 1-Adrenoceptors stimulation inhib-
ited inward [ generated at potentials negative to the Ey, whereas
it did not modify the outward component generated at potentials
positive to it. This fact limits the putative physiological relevance of
the effect since atrial RMP is generally more depolarized than the
Ex. We further confirmed that Ig, is weakly sensitive to
B1-Adrenoceptor stimulation'®
proterenol concentrations <10 nM. Finally, the results indicated

since I, Was insensitive to iso-

that human Iy is extremely sensitive to the increasing effects pro-
duced upon B1-Adrenoceptor stimulation since ECsy values were
0.5—1 nM. It could be argued, however, that isoproterenol increasing
effects were only apparent when Iy is generated by pulses of long un-
physiological duration (4 s) (Figure 3), while they were not present on
the sustained current generated at the end of 250 ms pulses (Supple-
mentary material online, Figure $6), whose duration resembles better
the atrial APD. This could raise a doubt about the physiological rele-
vance of the data here presented, particularly considering that CAF
APDgyy was ~100 ms. However, it should be stressed that Iy
density, and thus its contribution to cardiac repolarization, markedly
increases at increasing driving frequencies particularly following
B-Adrenoceptor stimulation.”'® Therefore, data obtained with
pulses of similar duration to that of human AP applied at very low fre-
quencies are less representative of the Iy activated during APs driven
at 1 Hz than those obtained with long pulses. To confirm this hypo-
thesis, we ran a previously described mathematical model of I, '®
and compared steady-state I amplitude reached in SR and CAF
cells in the absence and presence of 1 nM isoproterenol (Supplemen-
tary material online, Figure S10). As can be observed, there was an
increased activation of g, during repetitive stimulation with 150 ms
pulses, which suggests that I, accumulated during brief atrial APs
will contribute to AP repolarization.

Effects of isoproterenol on Iy Iks Ik1, and I, on cardiac myo-
cytes from different species have been attributed to the sequential
activation of AC and PKA,'®"*"7'8 and thus, signalling pathways
were not further studied here. In SR the effects produced by
B1-adrenergic stimulation on these currents were similar in LAA
and RAA myocytes. This could be explained because transcriptional
levels of B1-Adrenoceptors, AC, and PDE did not exhibit differences
between LAA and RAA.

In CAF myocytes, the effects produced by isoproterenol on lyo1, Iks,
l1, and I, were significantly greater than those produced in SR myo-
cytes and this enhancement was more marked in the LAA than in the
RAA. Quantitative analysis of the 31-Adrenoceptor mRNA level sug-
gested that CAF produces an up-regulation of 1-Adrenoceptors
which was also greater in the LA than in the RA. Conversely,
mRNA levels of those AC and PDE that critically determine the

intensity of the B1-Adrenoceptor stimulation in cardiac myocytes'
remained unchanged. Thus, our results suggest that CAF-induced en-
hancement of B1-Adrenoceptor-mediated effects on ionic channels
could be mainly attributed to a CAF-induced up-regulation of atrial
31-Adrenoceptors. However, CAF-induced changes in other pro-
teins/enzymes also involved in 31-Adrenoceptor stimulation cannot
be ruled out.

4.2 Functional impact

An important goal of this study was to compare the functional impact of
31-Adrenoceptor stimulation on the characteristics of APs recorded in
SR and CAF myocytes. In fact, this was the reason why we selected a low
isoproterenol concentration (1 nM), i.e. in an attempt to reproduce as
much as possible the physiological setting, in which natural catechola-
mines reach plasma concentrations of 0.4—1.6 nM.*° We demonstrated
that in SR myocytes isoproterenol mainly prolonged the APDs, leaving
RMP and AP amplitude unaffected. These results agree with previous
reports”’ and can be interpreted in the light of isoproterenol effects
on each individual current. Indeed, plateau duration is determined by
IcaL amplitude whose depolarizing effects are counterbalanced by the
repolarizing I, and IKur.5 Therefore, isoproterenol increasing effects
on lca, together with its inhibiting effects on l,,q, can account for the
APDs prolongation observed in SR cells. This hypothesis was confirmed
by the results obtained when incorporating the experimentally observed
effects of isoproterenol on a mathematical simulation of SR APs.

Interestingly, in CAF myocytes, isoproterenol prolonged APD,, did
not modify APDsg, and shortened the APDgg. This suggested that in
CAF myocytes the role of I, in determining the height and duration
of the plateau decreases so much that the .1 inhibition produced by
isoproterenol resulted in a prolongation of APD,o. On the other
hand, here we also confirmed that CAF markedly increases IKS.8 Fur-
thermore, CAF markedly enhanced the isoproterenol-increasing
effects of lg which is mainly involved in terminal repolarization.'®*
The combination of these two CAF-induced changes could account
for the APDgg shortening produced by isoproterenol in CAF myo-
cytes. To confirm this hypothesis, we ran the mathematical model
of ‘type 3’ CAF-remodelled AP as described by Courtemanche
et al'?
and Ig. The incorporation of the isoproterenol effects in currents
recorded in CAF myocytes produced an APDgy shortening of
similar magnitude to that observed experimentally. However, this
result did not discard that the decrease in I, density itself was re-
sponsible for the observed effects. Thus, to answer this question
we ran the model of a CAF-remodelled AP in which the 100% Iy in-
crease was not included. Under these conditions, isoproterenol did
not shorten but lengthened APDgg. Therefore, the results of the
mathematical model strongly suggest that the CAF-induced increase
on Iy is critical to account for the B1-Adrenoceptor-induced short-
ening of APDgg in CAF myocytes.

However, we additionally included a 100% increase in lgq

These are exciting results considering that the duration of terminal
repolarization, which is actually shortened by CAF, is a major deter-
minant of ARP and that it is generally accepted that shortening of
ARP favours re-entry."* Importantly, the role of lx, in determining
the APD rises in prominence at increasing beating frequencies.’
Indeed, fast pacing causes channel accumulation in closed states
near the open state, and adrenergic stimulation alters I gating to
further promote this accumulation.'®*? Therefore, it could be pos-
sible that the shortening of the APDggy here reported in CAF cells
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driven at 1 Hz was greater in cells stimulated at high frequencies such
as those reached during CAF. Moreover, there are data indicating that
stable fast re-entry sources (rotors) occur with significantly higher
rotation frequencies, lower conduction velocities, and shorter AP
in cells with prominent lg,.>> Finally, the frequency-dependent accu-
mulation of ls promotes post-repolarization refractoriness and fibril-
latory conduction of waves emanating from rotors.”®> Therefore,
it seems reasonable to propose that CAF-induced increase in
B1-Adrenoceptor-mediated effects on I¢, could contribute to the
long-term stabilization of the arrhythmia by shortening the ARP.
The fact that B-adrenergic stimulation of s could contribute to AF
was previously suggested by Sampson et al>* using a transgenic I,
channel mouse model. These investigators demonstrated that in vivo
administration of isoproterenol predisposed Igs channel transgenic
mice but not wild-type littermates that lack s to prolonged atrial
arrhythmias. Furthermore, computational modelling revealed that
B-Adrenoceptor stimulation-dependent accumulation of open Iy
channels accounted for the pro-arrhythmic substrate.

On the other hand, CAF also produces an heterogeneous increase
in sympathetic innervation® which, in turn, might heterogeneously
increase 1-Adrenoceptor stimulation, thus favouring repolarization
heterogeneities within the atria. Additionally, up-regulation of
B1-Adrenoceptors in CAF myocytes would probably imply the en-
hancement of most of the 31-Adrenoceptor-mediated deleterious
effects including oxidative stress and fibrosis.'®'*?¢ Moreover, it
probably also alters intracellular Ca®" concentration and handling
which in turn exert pro-arrhythmic (i.e. promoting triggered focal ac-
tivity), pro-apoptotic, and pro-necrotic effects.

4.3 Study limitations

All samples came from atrial appendages which could not be repre-
sentative of the rest of the atria. Moreover, due to the limited avail-
ability of LA samples, effects of isoproterenol on AP were only
assessed in RAA cells. However, since CAF increases lxs density simi-
larly in both atria® and isoproterenol more markedly increases Iy, in
the LA than in the RA, it seems reasonable to assume that iso-
proterenol also shortens APD in the LA. Furthermore, atrial remod-
elling may be influenced by pharmacological treatment, gender, and/or
underlying cardiac diseases of the patients."? Patients with valvular
and valvular combined with ischaemic heart disease or under beta-
blocker therapy were equally distributed in both groups (Supplemen-
tary material online, Table S7). Moreover, multiple linear regression
analysis confirmed that the only variable that influences the potenti-
ation of the B1-Adrenoceptor effects is the presence of CAF (Supple-
mentary material online, Table S5). Furthermore, all experiments were
carried out at room temperature, APs were recorded in isolated myo-
cytes under current clamp conditions, and 31-Adrenoceptors were
stimulated using a synthetic catecholamine.

5. Conclusions

The present results demonstrate, for the first time, that CAF increases
the effects of B1-Adrenoceptor stimulation on human repolarizing
currents preferentially in the LA. In CAF cells, isoproterenol further
shortens the APDgy as a consequence of the CAF-induced
up-regulation of B1-Adrenoceptors and derangements in ion chan-
nels. Therefore, it could be hypothesized that sympathetic stimulation
further promotes re-entry, thus favouring AF maintenance.

Supplementary material

Supplementary material is available at Cardiovascular Research online.
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Expanded Material and Methods

Patients and atrial appendage collection

The study was approved by the Investigation Committee of the Hospital Gregorio
Marafion (CNIC-13) and conforms to the principles outlined in the Declaration of
Helsinki. Each patient gave written informed consent. Right (RAA) and left atrial
appendage (LAA) samples were obtained from patients in sinus rhythm (SR) and with
chronic atrial fibrillation (CAF) that underwent cardiac surgery. Patient history was
used to collect several clinical data, including echocardiographic data and type and
duration of the arrhythmia where appropriate. SR was confirmed from a pre-surgery 12
lead ECG. All patients included in the atrial fibrillation group were in CAF (>6 month
at the time of surgery). Patients with documented paroxysmal atrial fibrillation were
excluded. Pharmacological treatment and severity of heart failure (according to the New
York Heart Association [NYHA] classification) were also determined. All these clinical
data from patients whose samples were used for electrophysiological experiments or for
the analysis of mRNA expression are summarized in Supplemental Tables 1 and 2,

respectively.

Electrophysiological analysis

Human atrial myocyte isolation

Atrial myocytes were enzimatically isolated from RAA and LAA samples obtained
from 36 patients in SR and from 32 patients with CAF following methods previously
described'”. Immediately after surgical excision, samples were placed into chilled Ca*'-
free Tyrode’s solution containing (mM): NaCl 100, KCI 10, KH,PO4 1.2, MgSO; 5,

taurine 50, MOPS 5, and glucose 20 (pH 7.0 with NaOH) and supplemented with 2,3-
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butanedione monoxime (30 mM), chopped into small pieces (=1 mm’), and washed 3
times for 3 minutes with Ca**-free Tyrode’s solution. Tissue pieces were then changed
to Ca*"-free solution containing 254 U/mL collagenase type I (Worthington, USA) and
0.5 mg/mL protease type XXIV (Sigma Chemical Co, United Kingdom) and gently
stirred for 15 minutes. Afterwards, the Ca®" concentration was raised to 0.2 mM, and the
tissue was stirred for 30 minutes more. Stirring was continued with Tyrode’s solution
(0.2 mM Ca”") containing only collagenase until rod-shaped striated myocytes were
seen (=35 minutes). During all these steps, solutions were continuously oxygenated with
100% O, at 37°C.

Myocytes were kept until use in a storage solution containing (mM): KCI1 20, KH,PO4
10, glucose 10, K-glutamate 70, B-hidroxybutyrate 10, taurine 10, EGTA 10, and
albumin 1% (pH 7.4 with KOH). Myocytes were used for electrophysiological

recordings within 8 h.

Recording techniques

A small aliquot of cell suspension was placed in a 0.5 mL chamber mounted on the
stage of an inverted microscope (Nikon TMS, Nikon Co., Japan). After settling to the
bottom of the chamber, cells were perfused at 1 mL/min with external solution (see
composition below). Currents were recorded at room temperature (21-23°C) using the
whole cell patch-clamp technique using an Axopatch-200B patch clamp amplifier
(Molecular Devices, USA)."® Recording pipettes were pulled from 1.0 mm o.d.
borosilicate capillary tubes (GD1, Narishige Co., Ltd, Japan) using a programmable
patch micropipette puller (Model P-2000 Brown-Flaming, Sutter Instruments Co., USA)
and were heat-polished with a microforge (Model MF-830, Narishige). Micropipette

resistance was <3.5 MQ when filled with the internal solution and immersed in the
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external solution. The capacitive transients elicited by symmetrical 10 mV pulses from
0 mV were recorded at 50 kHz (filtered at 10 kHz) for subsequent calculation of
capacitative surface area, access resistance and input impedance. In all experiments,
series resistance was compensated manually by using the series resistance compensation
unit of the Axopatch amplifier, and usually >80% compensation was achieved. In
myocytes from SR patients, mean peak maximum outward K current amplitude at +50
mV, uncompensated access resistance, and capacitance averaged 1009+63 pA, 3.0+0.2
MQ, and 77.0£3.2 pF (n=134), respectively. In myocytes from CAF patients, mean
peak maximum outward K' current amplitude at +50 mV, uncompensated access
resistance, and capacitance (Supplemental Fig. 1) averaged 77796 pA (P<0.05 vs SR),
2.8+¢0.3 MQ (P>0.05 vs SR), and 112+4.6 pF (n=139) (P<0.001 vs SR), respectively.
Thus, under our experimental conditions no significant voltage errors (<5 mV) due to
series resistance were expected with the micropipettes used. In all cases, currents were
filtered at half the sampling frequency and stored on the hard disk of a computer for
subsequent analysis. To record voltage-dependent outward K™ currents, the external
solution contained (mM): NaCl 140, KCI 4, CaCl, 1, MgCl, 1, HEPES 10, glucose 10,
nifedipine (1 uM), and atropine (1 pM) (pH 7.4 with NaOH). To determine the
concentration-dependent effects of isoproterenol on the Ca’’-independent 4-
aminopyridine (4-AP)-sensitive component of the transient outward current (I;), the
external solution was supplemented with 50 uM 4-AP to inhibit the ultrarapid
component of the delayed rectifier current (Ixy:). To record the inward rectifier current
(Ik1), the external solution contained (mM): NaCl 120, KCIl 20, CaCl, 1, MgCl; 1,
HEPES 10, 4-AP 1, glucose 10, nifedipine (1 uM), glibenclamide (10 uM), and atropine
(1 uM) (pH 7.4 with NaOH). In both cases, recording pipettes were filled with an

internal solution containing (mM): K-aspartate 80, KCI 42, KH,PO, 10, MgATP 5,
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phosphocreatine 3, HEPES 5, and EGTA 5 (pH 7.2 with KOH). To record the inward
calcium current (Ic,) the external solution contained (mM): tetraecthylammonium
(TEA) 137, CaCl, 1, MgCl, 0.5, HEPES 10, and glucose 10 (pH=7.4 with CsOH), while
the internal solution contained (mM): CsCl 125, TEA 20, EGTA 10, MgATP 5,

phosphocreatine 3.6, and HEPES 10 (pH=7.2 with CsOH).

Recording of action potentials

Action potentials were recorded using the current clamp configuration® in
myocytes perfused with an external solution containing (mM): NaCl 150, KCI1 4, MgCl
2, CaCl; 2, glucose 10, and HEPES 10 (pH 7.4 with NaOH). Recording pipettes were
filled with internal solution containing (mM): K-aspartate 100, NaCl 8, KCI 40, Mg-
ATP 5, EGTA 5, CaCl; 2, GTP 0.1, and HEPES 10 (pH 7.4 with KOH). Tip resistance
was >7 MQ to ensure high quality gigaseals and minimal depolarization of membrane
potential. Action potentials were elicited by depolarizing current pulses of 2 ms in

duration at 1.5 times the current threshold at a frequency of 1 Hz.

Pulse protocols and analysis

The protocol to obtain current-voltage relationships of human atrial outward K™ currents
consisted of 250-ms pulses from -80 mV to potentials ranging -90 mV and +50 mV.> A
prepulse of 25 ms to -40 mV was applied to inactivate the inward Na™ current (Ina). Lol
was measured, in cells with the Ii;-predominant and intermediate patterns,3 as the
difference between the peak outward current and the current at the end of the pulse,
whereas the fast-activating noninactivating component (Igs) was measured as the
current at the end of the pulse in cells with Igspredominant and intermediate

patterns.l’3 210 1n some experiments, g, was measured at the end of 250-ms pulses as
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the current resistant to 10 mM TEA and 1 uM dofetilide. To obtain the inactivation
curves of Iy,; a two-pulse protocol was used. The first 250-ms conditioning pulse from —
80 mV to potentials between —90 and +50 mV was followed by a test pulse to +50 mV.
Inactivation curves were constructed by plotting the current amplitude obtained with the
test pulse, as a function of the voltage command of the conditioning pulse and a
Boltzmann function was fitted to the data to obtain the midpoint (Vy) and the slope (k)
of the inactivation curve. To describe the time course of current decay, an exponential
analysis was used. The slow component of the delayed rectifier current (Ixs) was
recorded in all cell types by applying 4-s pulses from a holding potential of -40 mV to
potentials ranging -40 and +60 mV and tail currents were elicited upon repolarization to

3,11 .
" Under these conditions, Ik

—30mV in cells previously superfused with 2 mM 4-AP.
amplitude was measured as the difference between the instantaneous current level after
the decay of the capacity transient and the current level at the end of the pulse. The
activation kinetics of Iks has been described as a sigmoidal process, assuming that the
channel has multiple closed states.'' However, in the present study and in order to
describe the dominant time constant of this process, an exponential analysis was used as
an operational approach, fitting the latter part of the activating current with a single
exponential of the form:
y=Aexp(-t/tx)+C

where 1 is the system time constant, A is the amplitude of the exponential and C is the
baseline value. Deactivation kinetics was also determined by fitting a monoexponential
function to the traces of the deactivating tail currents recorded on repolarization to -30
mV after pulses to +60 mV. Activation curves of Ixs were constructed by plotting the

peak tail current amplitude at -30 mV, as a function of the voltage command of the

preceding pulse and a Boltzmann function was fitted to the data to obtain the Vj, and the
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k values of the activation curve. Voltage-dependence of activation and deactivation
kinetics were not assessed in SR myocytes because tail current amplitudes were so
small that they did not allow an accurate measurement.

The protocol to record human atrial Ix; consisted of 250-ms pulses from -120 to +20
mV.2 Ix, amplitude was measured at the end of the pulse and the I-V curves were
corrected according to the calculated liquid junction potential (LJP) of 12.1 mV at 20
mM [K'],. In some experiments Ix; was also measured by applying 50-ms pulses from a
holding potential of -80 mV to -100 mV followed by depolarizing ramps to +20 mV
(800 ms).

The holding potential used when recording I, was maintained at -80 mV and
the cycle time for any protocol was 10 s. The protocol to obtain current-voltage
relationships consisted of 500-ms pulses that were imposed in 5 mV increments
between -40 and +50 mV. The In, was inactivated by the application of a 50-ms
prepulse to -30 mV.

To obtain the ECsy (concentration that produces the half maximum response)
and the Hill coefficient (ny), the effect produced by isoproterenol at various
concentrations [D] was fitted to the equation:

]%Emin + (Emax‘Emin)/{ 1+(EC50/[D])HH}

Drugs

Isoproterenol, atropine, 4-AP, TEA, 9-cyclopentyladenine (CPA), PKI and nifedipine
were purchased from Sigma, whereas dofetilide and HMR-1556 were kindly provided
by Pfizer (United Kingdom) and Sanofi Aventis (France), respectively. All these
compounds were dissolved as appropriate to yield 0.01 M stock solutions. Stock

solutions of isoproterenol were prepared fresh daily in deionised water containing
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0.04% ascorbic acid. Further dilutions were carried out in external solution to obtain the
desired final concentration. Control solutions always contained the same solvent

concentrations as the test solution.

Mathematical model of a human atrial action potential

To simulate the shapes of human atrial action potentials, we employed a well-
established mathematical model,'? previously used for simulating the effects of
adrenergic stimulation on atrial action potentials.”> This model allows to obtain three
types of action potentials with different morphologies reproducing the described action
potential heterogeneity within the human atria. For our simulations we selected type 3
action potential model, which is characterized by a triangular shape, because its
morphology is almost identical to that of the APs we recorded experimentally (Figure
6E). CAF-remodeled type 3 action potentials were obtained as described by
Courtemanche et al, i.e., considering a 70% reduction in Ic,; and a 50% reduction in Iy
and IKur.12 Moreover, we further included other changes (100% increase in Ixs and Ik;)
to take into consideration CAF-induced modifications in ionic currents that have been

described after the model had been published.*'*

The time derivative of the membrane potential Vm is given by:

dVm/dt= -(Tioy*H5))/Crn

where Lign=Inatlca o1 HIkut Ikt kst iHp cat I NatINacatp.catInak, Lt is the stimulus
current, and C,, is the membrane capacitance. The model was implemented using
MinGW GCC compiler for SR and CAF-modified conditions at pacing frequencies of 1
Hz. Afterwards, it was then run in each condition (SR and CAF) considering the

experimentally measured effects of 1 nM isoproterenol on I, Iks, and Ic, recorded in
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RAA cells by reducing (1) or increasing (ks and lca) the maximal conductance of
each current. Indeed, to simulate the effects of isoproterenol, l; conductance was
reduced by 10.6% in SR and by 28.7% in CAF, Iks conductance was increased by
30.0% and 52.0% in SR and CAF, respectively, and finally, lc,. conductance was
increased by 13.5% in SR and by 24.1% in CAF. Moreover, the effects of 1 nM
isoproterenol on the activation kinetics and the voltage-dependence of activation of Ik
were also introduced in the model. The effects of isoproterenol on lIx; were not
considered since they only appeared at potentials negative to the Ex. To confirm that the
CAF-induced increase of Ixs determines the shortening produced by isoproterenol in
CAF cells, the effects of isoproterenol were simulated in a model in which all the CAF-

induced modifications were introduced except the Ixs increase.

Mathematical model of Ik

Iks was simulated by using a model formulation previously described and used for
simulating the effects of adrenergic stimulation on this current.***> The model was
implemented using Mathlab (Mathworks Co., Natick, MA, USA) for SR and CAF-
modified conditions at pacing frequencies of 0.05 and 1 Hz. In both cases, parameters
affecting current activation and deactivation Kkinetics were adjusted to reproduce
experimental data. Furthermore, CAF-remodeled Ixs was obtained by considering a
100% increase in its density as previously demonstrated.® Afterwards, the model was
run in each condition (SR and CAF) considering the experimentally measured effects of
1 nM isoproterenol on ks by increasing its maximal conductance by 30.0% and 52.0%
in SR and CAF, respectively. Moreover, the effects of isoproterenol on the activation

kinetics and on the voltage dependence of activation were also introduced in the model.

Analysis of the mRNA expression
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Tissue and RNA preparation

Total RNA was isolated from human atrial appendages obtained from 5 patients in SR
and from 5 patients with CAF following previously described methods.” Immediately
after the surgical excision, tissue samples were snap-frozen in liquid nitrogen and stored
at —80°C until further processing. Total RNA was purified from the homogenized tissue
specimens (homogenizer Ultra Turrax T18 IKA, Germany) with RNeasy midi kit
(Qiagen, United Kingdom) according to the manufacturer’s instructions. RNA was
quantified by photometry (A= 260 nm) and the purity of the samples was verified by the

260/280 ratio with a Nano-Drop 2000 (Thermo Scientific, USA).

Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

RT-PCR was performed using the High Capacity cDNA Reverse Transcription kit
following manufacturer instructions (Applied Biosystems, USA). The resulting cDNA
template was subjected to real-time quantitative PCR (qQPCR) using Taqgman-based ABI
gene expression assays, TagMan Fast Universal PCR Master Mix (ABI) and the
StepOne real-time thermocycler engine (ABI). Gene expression analysis was performed
using the TagMan Gene Expression Assays Hs02330048 s1, Hs00766287 ml,
Hs00209600 m1, Hs01012698 m1 and Hs01579625 m1 for target gene 1-adrenergic
receptor (ADRBI1, Homo sapiens Bl-adrenoceptor), adenylate cyclases 5 and 6 and
phosphodiesterases 3A and 4D, respectively and the eukaryotic 18S rRNA endogenous
control was used as the normalization gene. Each sample was run in triplicates and non-
template control to test for contamination of assay reagents was also included in the
plate. Moreover, three types of controls aimed at detecting genomic DNA
contamination in the RNA sample or during the RT or qPCR reactions were always

included: a RT mixture without reverse transcriptase, a RT mixture including the
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enzyme but no RNA, negative control (reaction mixture without cDNA template). The
data were collected and analyzed using One-Step Software (ABI). The obtained cycle to
threshold (Ct) values were normalized to the 18S rRNA. The Ct values are based on a
log scale and were transformed to delta Ct (ACt) values by subtracting the value
corresponding to the gene of interest from that of 18S. To compare RAA vs LAA
expression differences, the respective data were transformed from ACt values to
equivalent fold differences using the following equation, previously used for the same
purposes:'® Fold Difference (mean ACt;ss — mean ACtgyy) = 2(Men ACLAA —mean ACRAA)

To determine differences between expression in samples from patients with CAF and

those from patients in SR the equation was: Fold Difference (mean ACtsg — mean

ACtcar) = p(mean ACKSR - mean ACICAF) -~ The ctandard errors were omitted due to

transformation of the data and the subsequent loss of meaning.'®

Statistical methods

Results are expressed as mean=SEM. Student #-test or one-way ANOVA followed by
Newman-Keuls test were used to assess statistical significance where appropriate.
Comparisons between categorical variables were done using Fisher’s exact test. A value
of P<0.05 was considered significant. A multiple linear regression was used to identify
putative associations between isoproterenol induced effects on the I, Iks, and Ix; and
some clinical characteristics or pharmacological treatments of the patients. For the
analysis 7 variables were considered including: age, gender, presence or absence of
CAF, ejection fraction, NYHA functional class (III and 1V), and treatment with beta
blockers and with ACE inhibitors and angiotensin II type 1 receptor blockers
(Supplemental Table 5). To make comparisons between two different concentration-

response curves, an F-test was used.
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Supplemental results
Supplemental Figure 1. Cell capacitances and types of cells according the
predominant K* current during plateau.
A, Bar graph showing mean capacitance values of LAA and RAA myocytes obtained
from SR and CAF patients. B and C, Bar graphs showing the percentage of cells that
exhibited Ii,-predominant, Iy -predominant, and intermediate patterns in SR (B) and
CAF (C) myocytes.
Panel A shows that capacitance values were significantly greater (P<0.01) in CAF than
in SR myocytes, both in RAA and LAA myocytes (n=234). However, in both SR and
CAF, capacitance of LAA myocytes was indistinguishable from RAA myocytes.
To develop the experiments of this paper we randomly selected and patched 234 rod-
shaped healthy myocytes. Under these conditions we confirmed what we demonstrated
previously,” that considering the main K* current elicited at plateau potentials three
types of cells can be differentiated. Panel B shows that about ~30% of the LAA and
RAA myocytes from SR patients exhibited an outward current mainly composed of a
fast activating and inactivating component. In these cells the amplitude of the sustained
component recorded at the end of the pulse was =<20% of the peak amplitude. Therefore,
the main repolarizing current during the plateau phase in these cells was the I;,; and they
were classified as I -predominant. I;,; was completely absent in #30% of LAA and
RAA cells from SR patients, in which a fast-activating non-inactivating component was
recorded (Igs-predominant). In Ig-predominant cells, the current amplitude at the end
of the depolarizing pulses was =85% of the peak current. Finally, in =40% of SR cells
an intermediate pattern was detected, i.e., they exhibited both an I;,; and a sustained
component that represented >50% of the peak current (intermediate cells). Panel C

shows the percentage of each myocyte type found in LAA and RAA samples from CAF
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patients. In the LAA, we found a significant decrease in the percentage of Ii-
predominant cells which was accompanied by an increase in the percentage of cells that
exhibited the intermediate pattern. In the RAA, CAF also significantly decreased the
percentage of I -predominant cells which, in this case, was accompanied by a
significant increase in the Iy,-predominant type. Due to these changes, in CAF patients

cell types were not equally distributed in the RAA and LAA.
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Supplemental Figure 2. Effects of isoproterenol on ;. Mean current density-voltage
relationships for I;,; recorded in LAA (A and C) and RAA (B and D) myocytes obtained
from SR (A and B) and CAF (C and D) patients in the presence and absence of 1 nM
isoproterenol. *P<0.05 vs control.

The protocol to obtain current-voltage relationships of Ii,; consisted of 250-ms pulses
from -80 mV to potentials ranging -90 mV and +50 mV. I;,; amplitude was measured as
the difference between the peak current and the current at the end of the 250-ms pulse in
those cells that exhibited intermediate and I,;-predominant patterns. I, density was
calculated on each cell by normalizing the current amplitude by the capacitance.
Confirming previous resul‘[s,3 in SR patients there were no differences in Iy, density
between LAA and RAA myocytes (3.9+0.9 pA/pF vs 3.4+0.7 pA/pF at +30 mV, n=16,
P>0.05) (Panels A and B). CAF significantly decreased I,; density, an effect that was
significantly greater in the LAA than in the RAA (1.2+0.1 pA/pF vs 1.9£0.4 pA/pF at
+30 mV, n=16, P<0.05) (Panels C and D).

In SR patients, isoproterenol significantly decreased I;,; density at potentials positive to
+20 and +30 mV in the LAA and the RAA, respectively. In CAF myocytes,
isoproterenol significantly decreased current density at potentials positive to +20 mV in
both atria. Moreover, this inhibition was significantly more marked in CAF than in SR

cells and significantly greater in LAA than in RAA myocytes.
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Supplemental Figure 3. Signalling pathw ay involved in the isoproterenol-induced
Io1 inhibition. I, traces elicited by applying 250-ms pulses from -80 to +30 mV in
RAA cells from an SR (A) and a CAF (B) patient in the presence of 100 uM CPA alone
or plus isoproterenol. Percentage of isoproterenol-induced Iy,;-inhibition at +30 mV in
SR (C) and CAF (D) cells in the presence and absence of CPA and of a specific protein
kinase A inhibitor (PKI, 1 uM). * P<0.05 vs cells perfused with isoproterenol alone.

Isoproterenol-induced cardiac I, inhibition has not been reported before in any species,
thus, we investigated whether the canonical 1-adrenoceptor signalling pathway which
involves AC and PKA, was responsible for the observed effects. Perfusion of SR and
CAF myocytes with CPA, a membrane permeable AC inhibitor, slightly decreased
current amplitude (15.2+3.6%), without modifying the time course of inactivation.
Importantly, in the presence of CPA, isoproterenol did not further modify Ii,; amplitude
both in SR (A and C) and CAF cells (B and D). To determine the involvement of PKA,
the effects of isoproterenol on the I;,; were studied in the presence of PKI, which was
added into the internal solution. In the presence of PKI, which did not modify either the
current amplitude or the inactivation kinetics, isoproterenol decreased the current by
1.1+1.4% and 0.9+0.7% in SR and CAF cells, contrasting with the 10.5+2.5 and
28.7+1.2% produced by isoproterenol alone (P<0.05). Thus, these results strongly
suggest that P1-adrenoceptor stimulation inhibits I;,; by means of the sequential

activation of AC and PKA both in SR and CAF cells.
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Supplemental Figure 4. Effect s of isoproterenol on the voltage-dependence of I
inactivation. A. Outward K current traces recorded in a LAA myocyte isolated from
an SR patient by applying 250-ms pulses from -80 mV to potentials ranging -90 mV and
+50 mV followed by a test pulse to +50 mV in the absence and presence of 1 nM
isoproterenol. Red lines represent the fit of a biexponential function to the current traces
recorded at +50 mV. B-E, Mean inactivation curves for I, recorded in LAA (B and D)
and RAA (C and E) myocytes obtained from SR (B and C) and CAF (D and E) patients
in the presence and absence of 1 nM isoproterenol. *P<0.05 vs control. A Boltzmann
equation was fitted to the data (continuous lines).

Iio1 inactivation curves were constructed by plotting peak current amplitude generated
by the test pulse to +50 mV as a function of the voltage of the conditioning pulse in the
absence and presence of isoproterenol. Isoproterenol significantly decreased the current
amplitude at +50 mV after pulses to potentials ranging -90 and -50 mV without
modifying the midpoint of inactivation (Vy) or the slope values (k) in any case

(Supplemental Table 3).
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Supplemental Figure 5. Isoproterenol (1 nM) does not modify the I,,.

(A and B) Outward K" currents recorded in Isus-predominant RAA cells obtained from
an SR (A) and a CAF (B) patient by applying 250-ms pulses from -80 to +30 mV in
control conditions and in the presence of isoproterenol. (C and D) Bar graph showing
the percentage of Iy, (C) and Ik, (D) change at +30 mV induced by isoproterenol on
LAA and RAA cells from SR and CAF patients. Ix,, was measured at the end of the
pulse as the current insensitive to TEA and dofetilide. Each point represents the
mean+=SEM of n>10.

Supplemental Figures 5A and B show the effects of isoproterenol (I nM) in Igys-
predominant RAA cells obtained from an SR and a CAF patient, respectively.
Isoproterenol, at 1 nM, did not significantly modify Iy, recorded either in SR or CAF
cells (Supplemental Figure 5C). Since I, is mainly (~70%) carried by the Ikur,” We next
determined the effects of isoproterenol on the Ik, Treatment of Igs-predominant and
intermediate pattern cells with 10 mM tetraethylammonium (TEA) and 1 uM dofetilide
leaves Ikyr unaffected.’ Thus, we further analyzed the effects of isoproterenol on Iy,
measured as the TEA-+dofetilide-resistant current (Supplemental Figure 5D). Under
these conditions, isoproterenol did not modify the Ik, recorded in SR and CAF

myocytes.
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Supplemental Figure 6. Effects of isoproterenol on the I ;. Mean current density-
voltage relationships for I, recorded in LAA (A and C) and RAA (B and D) myocytes
obtained from SR (A and B) and CAF (C and D) patients in the presence and absence of
1 nM isoproterenol.

The protocol to obtain current-voltage relationships of Ig,s consisted of 250-ms pulses
from -80 mV to potentials ranging -90 mV and +50 mV. I;,s amplitude was measured at
the end of 250-ms pulses in cells with intermediate and I,s-predominant patterns. In SR
patients, Iys density was significantly greater in RAA than in LAA cells (7.2+0.7 vs
5.5£0.7 pA/pF at +30 mV, n=24, P<0.05). In CAF patients, ;s density significantly
decreased in both RAA and LAA cells, this decrease being more marked in the RAA
than in the LAA. As a consequence, Iys density was undistinguishable in both atria
(3.0+0.4 pA/pF at +30 mV, n=20, P<0.05 vs SR). Isoproterenol did not significantly
modify the Iy, density in RAA and LAA cells from both SR and CAF patients at any of

the voltages tested.
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Supplemental Figure 7. Effects of isoproterenol on the I ;. Mean current density-
voltage relationships for Ixs recorded in LAA (A and C) and RAA (B and D) myocytes
obtained from SR (A and B) and CAF (C and D) patients in the presence and absence of
1 nM isoproterenol. *P<0.05 vs control.

Ixs was recorded by applying 4-s pulses from a holding potential of -40 mV to potentials
ranging -40 and +60 mV in cells previously superfused with 2 mM 4-AP. The 4-AP-
resistant component amplitude (measured as the difference between the amplitude at the
end and the beginning of the pulse) was small in SR cells. Therefore, the 4-AP-resistant
current density, which was indistinguishable between RAA and LAA cells, was low
(0.2+0.03 pA/pF at +30 mV, n=16). As can be observed, CAF increased density of the
4-AP-resistant current in both atria 2.5 fold (0.5+0.06 pA/pF at +30 mV, n=30, P<0.01
vs SR). In SR myocytes, isoproterenol increased the 4-AP-resistant current density at
potentials positive to +20 mV and accelerated its activation kinetics (Supplemental
Table 4 and supplemental Figure 8). In CAF myocytes isoproterenol increased Iks
density at membrane potentials >-20 mV. Therefore, the isoproterenol induced increase
was significantly greater in CAF than in SR myocytes and in LAA than in RAA CAF

cells.
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Supplemental Figure 8. Effects of isoproterenol on I g activation Kinetics an d of
HMR-1556 on Ik, recorded in SR cells.

A. 2 mM 4-AP-resistant K" currents recorded in two RAA cells obtained from an SR
(top) and a CAF (bottom) patient by applying 4-s pulses from a holding potential of -40
mV to +60 mV in the presence and absence of 1 nM isoproterenol. Continuous lines
(red) represent the fit of an exponential function to the current traces. B. 2 mM 4-AP-
resistant K currents recorded in a RAA cell from an SR patient in the absence and
presence of 1 uM HMR-1556. C. Current-voltage relationships for 2 mM 4-AP-resistant
K" currents recorded in RAA cells isolated from SR patients in the absence and
presence of 1 puM HMR-1556. In C, symbols represent the meantSEM of 7
experiments. * P<(0.05 vs Control.

As can be observed, in panel A, isoproterenol increased the 4-AP-resistant current
density at +60 mV and accelerated the time course of the activation process both in SR
and CAF myocytes. The results shown in Panels B and C demonstrate that the time-
dependent component of the 4-AP resistant current recorded in RAA cells from SR
patients was completely inhibited by HMR-1556, confirming that this current was

indeed Iks.
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Supplemental Figure 9. Effects of isoproterenol on I ¢,.. Mean current density-
voltage relationships for I, recorded in RAA myocytes obtained from SR (A) and
CAF (B) patients in the presence and absence of 1 nM isoproterenol. *P<0.05 vs
control. The protocol to obtain current-voltage relationships of Ic, . consisted of 500-ms
pulses that were imposed in 5 mV increments between -40 and +50 mV. C. Percentage
of isoproterenol-induced Ic,. increase at +5 mV in RAA myocytes from SR and CAF
patients. Continuous lines represent the fit of a Hill equation to the data. *P<0.05 vs SR.
Data in panels A and B demonstrated that I, density was significantly lower in CAF (-
0.97+0.2 pA/pF at +5 mV, n=10) than in SR (-2.1+£0.4 pA/pF at +5 mV, p<0.01, n=10)
myocytes, confirming previous results from other laboratories.'” In myocytes from both
SR and CAF patients, isoproterenol significantly increased peak Ic,. density.
Interestingly, the augmentation induced by 1 nM isoproterenol was significantly more
marked in CAF (24.1£3.1 % at +5 mV) than in SR (13.5£1.6 % at +5 mV, P<0.05)
cells. To further analyze the concentration dependence of the isoproterenol increasing
effects, panel C shows the percentage of isoproterenol-induced increase as a funcion of
the isoproterenol concentration. The results demonstrated that Ic, is very sensitive to
B1-adrenergic stimulation and that effects of isoproterenol were significantly more
marked in CAF than in SR myocytes. Similar results were reported by Van Wagoner
and coworkers when analyzing the effects of a single isoproterenol concentration (1
uM) on SR and CAF myocytes.!” Conversely, in another study, isoproterenol (also at 1
uM) exhibited similar potency to increase Ic,. in CAF and SR myocytes.18 The reasons
for this discrepancy are unknown, even when our results point to a potentiation of the -

adrenergic effects in all cardiac currents studied so far.
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Supplemental Figure 10. Mathematical model of I k.. A, Normalized density of
simulated ks obtained by applying trains of 150-ms pulses from -80 to +30 mV at a
pacing frequency of 1 Hz for SR and CAF-modified conditions in the absence and
presence of 1 nM isoproterenol plotted as a function of time. Ixs was simulated by using
a model formulation previously described by Terrenoire et al.*® Current density was
normalized to the maximum current density obtained for CAF conditions in the
presence of isoproterenol. B, Normalized density (relative to maximum current density
obtained for CAF conditions in the presence of isoproterenol) of simulated Ixs obtained
by applying trains of 150-ms pulses from -80 to +30 mV at pacing frequencies of 0.05
and 1 Hz for CAF conditions. C, Effects of 1 nM isoproterenol on simulated steady-
state lxs (measured at the end of trains of 150-ms pulses from -80 to +30 mV) at pacing
frequencies of 0.05 and 1 Hz for SR and CAF conditions.

As can be observed in panel A, Iks density progressively increased during repetitive
stimulation with 150-ms pulses to +30 mV applied at 1 Hz, both in SR and CAF
conditions. Importantly, accumulation of the current, and thus steady-state Ixs density,
was more marked in CAF than in SR and in the presence than in the absence of 1 nM
isoproterenol (Panel C). On the contrary, at a very low pacing frequency (0.05 Hz) Ixs
density did not increase during the application of the train (Panel B) leading to a steady-
state Ixs density markedly smaller than that obtained at 1 Hz (Panel C). These results
add further support to the idea that lxs accumulated during brief atrial APs will

contribute to AP repolarization, despite its very slow kinetics of activation.
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Supplemental Table 1. Characteristics of the patients whose samples were used for
electrophysiological experiments.

SR CAF

Patients (n) 36 32
Mean age (years) 68+2 67+2
Male/Female (n) 24 (66.6%) / 12 (33.4%) 16 (50%) / 16 (50%)
Surgery

Valve surgery (n) 12 (33.3%) 20 (62.5%)

CABG surgery (n) 8 (22.2%) 3 (9.4%)

Combined (n) 16 (44.5%) 9 (28.1%)
Cardiopathy

Valvular (n) 12 (33.3%) 20 (62.5%)

Ischemic (n) 8 (22.2%) 3 (9.4%)

Combined (n) 16 (44.5%) 9 (28.1%)
Hypertension (7) 28 (77.8%) 21 (65.6%)
Diabetes mellitus (n) 10 (27.8%) 6 (18.7%)
Dyslipidemia (7) 17 (47.2%) 16 (50%)
Left atrial diameter (cm) 4.2+0.2 5.0+£0.2*
Ejection fraction (%) 48.6+2.2 49.2+£2.4
NYHA functional class

I (n) 6 (16.6%) 4 (12.5%)

II (n) 10 (27.8%) 11 (34.4%)

11 (n) 14 (38.9%) 16 (50%)

IV (n) 6 (16.7%) 1 (3.1%)
Creatinine (mg/dL) 0.93+0.04 1.240.1
Pulmonar systolic pressure (mm Hg) 48.6+5.4 44.9+3.9

Treatment
Beta blockers (n)

ACE inhibitors/ARBs (n)

Statins (n)

Acetylsalicylic acid (n)

19 (52.8%)
28 (77.8%)
21 (58.3%)
23 (63.9%)

20 (62.5%)
20 (62.5%)
16 (50%)
11 (34.4%)

Digoxin (1) 1 (2.8%) 12 (37.5%)
Calcium antagonists (n) 7 (19.4%) 4 (12.51%)
Diuretics (n) 12 (33.3%) 21 (65.6%)
Spironolactone (») 4 (11.1%) 3(9.4%)

Oral anticoagulants (7) 1 (2.8%) 28 (87.5%)
Class I Antiarrhythmic drugs (n) 0 (0%) 2 (6.2%)

Class III Antiarrhythmic drugs (n) 0 (0%) 5(15.6%)

ACE, angiotensin converting enzyme; ARBs, angiotensin II type 1 receptor blockers;
CABG, coronary artery bypass grafting. * P<0.05 vs SR patients.
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Supplemental Table 2. Characteristics of the patients whose samples were used for
mRNA expression analysis.

SR CAF
Patients qPCR (n) 5 5
Mean age (years) 69+5 68+2
Male/Female (n) 3 (60%) /2 (40%) 3 (60%) / 2 (40%)
Surgery
Valve surgery (n) 3 (60%) 3 (60%)
CABG surgery (n) 1 (20%) 1 (20%)
Combined (n) 1 (20%) 1 (20%)
Cardiopathy
Valvular (n) 3 (60%) 3 (60%)
Ischemic (n) 1 (20%) 1 (20%)
Combined (n) 1 (20%) 1 (20%)
Hypertension (7) 1 (20%) 1 (20%)
Diabetes mellitus (n) 0 (0%) 2 (40%)
Dyslipidemia (7) 2 (40%) 2 (40%)
Left atrial diameter (cm) 4.0+0.3 4.7+0.9
Ejection fraction (%) 56.0+£3.6 45.0+6.6
NYHA functional class
I (n) 0 (0%) 1 (20%)
I (n) 3 (60%) 2 (40%)
11 (n) 2 (40%) 2 (40%)
IV (n) 0 (0%) 0 (0%)
Creatinine (mg/dL) 0.97+0.05 0.8240.05
Pulmonar systolic pressure (mm Hg) 37.3£9.3 56.7+13.4
Treatment
Beta blockers () 4 (80%) 3 (60%)
ACE inhibitors/ARBs () 3 (60%) 1 (20%)
Statins (n) 2 (40%) 3 (60%)
Acetylsalicylic acid (n) 2 (40%) 2 (40%)
Digoxin (n) 1 (20%) 2 (40%)
Calcium antagonists (n) 0 (0%) 1 (20%)
Diuretics () 2 (40%) 3 (60%)
Spironolactone (n) 0 (0%) 1 (20%)
Oral anticoagulants (7) 1 (20%) 3 (60%)
Class I Antiarrhythmic drugs (n) 0 (0%) 0 (0%)
Class III Antiarrhythmic drugs (n) 0 (0%) 0 (0%)

ACE, angiotensin converting enzyme; ARBs, angiotensin II type 1 receptor blockers;

CABG, coronary artery bypass grafting.
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Supplemental Table 3. Effects of isoproterenol on the time course and voltage dependence of I;,; inactivation.
Time course of I;,; inactivation Voltage dependence of I inactivation
Control Iso 1 nM Control Iso 1 nM
T¢(ms) Ts (ms) T¢(ms) Ts (ms) Vi (mV) k Vi (mV) k
LAA
SR 22.3+£3.9 137.6£31.1 27.4+4.2 173.9+£30.3 -41.7+1.1 6.7+0.5 -39.9+1.9 9.1+0.9
RAA
20.4+2.2 103.5+11.9 24.0£3.6 183.3+£37.6 -38.1£2.9 8.8+0.7 -40.8+£3.1 11.0£1.5
LAA
CAF 29.1+£3.6 135.1£30.7 31.0+1.8 153.7£31.9 -30.7+£1.6 7.9+0.7 |-31.2£23 8.7+0.7
RAA
26.7+4.2 103.1+19.6 25.3+5.6 91.6+12.7 -37.74£5.1 8.9+0.3 -36.1+4.8 8.9+1.1

CAF= chronic atrial fibrillation; LAA= left atrial appendages; RAA= right atrial appendages; SR= sinus rhythm; 1 and 1, = fast and

slow time constants, respectively, of current inactivation (measured at +50 mV); V, and k= midpoint and slope, respectively, of the

inactivation curve. Statistical comparisons between SR and CAF or between LAA and RAA myocytes were performed by using

ANOVA followed by Newman Keuls test. Statistical comparisons between control and isoproterenol data were performed by using

Student’s ¢ tests. None of the differences reached statistical significance.
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Supplemental Table 4. Effects of isoproterenol on Ik activation and deactivation kinetics and on the voltage dependence of Ik,

activation.
Time course of Ik, activation/deactivation Voltage dependence of Ik activation
Control Iso 1 nM Control Iso 1 nM
Tact (MS) Tdeact (IMS) Tact (MS) Tdeact (INS) Vi (mV) k Vi (mV) k
LAA
+ - +196* - - - - -
SR 2543+185 2171£196
RAA 1 22004103 : 19614185+ : . : : :
LAA +
CAF 1499+194 623+126 980+105* 783+119 14.8+2.2 9.4+0.9 9.3+1.7% 11.7+1.5
RAA 1670+244" 592+94 1118+130% 709+101 17.543.3 12.1+1.9 9.14£3.6* 16.5+£2.4

CAF= chronic atrial fibrillation; LAA= left atrial appendages; RAA= right atrial appendages; SR= sinus thythm; T,: and Tgeact = time

constant of activation (measured at +60 mV) and deactivation (measured on tail currents at -40 mV after pulses to +60 mV),

respectively; Vi and 4= midpoint and slope of the activation curve. In SR myocytes, tail currents were too small to allow a reliable

measurement of kinetics and to construct activation curves. * P<0.05 vs control. T P<0.05 vs SR.
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Supplemental Table 5. Multiple linear-regression analysis of the effects of 1 nM

1soproterenol.

Coefficient t P
Lo1 inhibition. R?=0.774
Female sex 3.6£9.7 04 0.71
Age,y -0.34+0.3 -1.2 0.25
CAF 22.1£7.0 32 0.005
Ejection fraction (%) 0.3+0.3 0.9 0.40
III and IV functional class -1.1£5.4 -0.2 0.80
Beta-blockers -0.8£9.7 -0.1 0.93
ACE inhibitors / ARBs 0.6+8.8 0.1 0.94
I, increase. R?=0.306.
Female sex 13.6+17.4 0.8 0.44
Age,y 0.3+0.9 0.4 0.70
CAF 49 4420.8 2.4 0.02
Ejection fraction (%) 1.2+£1.4 0.8 0.41
III and IV functional class 18.2+£34.5 0.5 0.60
Beta-blockers 9.8+19.0 0.5 0.61
ACE inhibitors / ARBs -10.0£23.0 -04 0.66
Ik, inhibition. R*=0.394.
Female sex 7.0£9.7 0.3 0.72
Age,y -0.2+0.4 -0.6 0.57
CAF 29.7+13.3 2.2 0.03
Ejection fraction (%) -0.9+0.7 -1.2 0.22
III and IV functional class -14.1+13.2 -1.1 0.30
Beta-blockers 12.6+£20.3 0.6 0.54
ACE inhibitors / ARBs -16.5+13.1 -1.2 0.22

CAF: chronic atrial fibrillation; ACE: angiotensin II converting enzyme; ARBs:

angiotensin II type 1 receptor blockers.
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Discusion

1. Heterogeneidad eléctrica de los miocitos auriculares en condiciones fisiologicas

Para comprender el remodelado de las corrientes idnicas inducido por la FA, primero es
necesario conocer en profundidad las caracteristicas eléctricas de los miocitos auriculares en
condiciones fisioldgicas. Es un hecho aceptado que los miocitos auriculares pueden generar
PAs con distintas morfologias. Clasicamente, al menos dos tipos de PA han sido registrados
en preparaciones de AD humana: uno con un pico prominente de repolarizacion rapida,
seguido por una meseta y otro sin pico, con una fase de meseta de mayor duracion (Trautwein
y cols., 1962; Gelband y cols., 1972). Méas adelante, se identificaron 3 tipos de PAs en
miocitos de AD humana (Wang y cols.,, 1993), asociados a las distintas corrientes
repolarizantes de salida de K que presentaban estas células. Sin embargo, a pesar de que
estos hallazgos parecen indicar que no todas las células auriculares presentan las mismas
corrientes repolarizantes, en los estudios en los que se analizaba el remodelado eléctrico
producido por la FA, todos los miocitos de la AD se consideraban eléctricamente idénticos.

En la presente Tesis Doctoral se ha demostrado que los miocitos auriculares de pacientes
en RS son eléctricamente heterogéneos. Se pueden diferenciar tres tipos de miocitos
auriculares en funcién de la principal corriente de K™ generada a potenciales de meseta: |-
predominante, lgs-predominante e intermedio. La mayoria de las células mostraba un patron
intermedio con presencia simultdnea de l,; y de lys Esta heterogeneidad eléctrica se
acompafiaba, ademas, de diferencias en el tamano celular: las células li,-predominantes eran
mas pequenas que las de patrén intermedio y éstas mas pequefias que las lg-predominantes.
Es importante destacar que en RS, la distribucion de los tres tipos celulares era practicamente

idéntica en ambas auriculas.

1.1. El componente sensible a dofetilida y 4-AP: 1a Ik, 1a lio; y 1a lkyr

El siguiente objetivo de la presente Tesis Doctoral fue identificar la composicion de las
corrientes de salida de K" registradas en miocitos de la AD y la Al de pacientes en RS, para
después poder compararlas con las registradas en miocitos con FA crénica. Para ello
utilizamos una estrategia farmacologica, basada en inhibir secuencialmente las distintas
corrientes de K responsables de la repolarizacion auricular.

La perfusion con dofetilida, un inhibidor especifico de la Ik, (Tamargo y cols., 2004b),
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practicamente no modificd la amplitud de la corriente registrada en situacién control. Al
medir por sustraccion digital la amplitud del componente sensible a dofetilida o Ik, ésta
resulto ser extremadamente pequefia, tanto en los miocitos de la AD como en los de la Al

Después se perfundié con 4-AP (50 uM), que a esa concentracion inhibe selectivamente la
corriente generada por canales Kv1.5 (Ixyr) (Tamargo y cols., 2004b). La Ik, representaba el
70% del total de la lgs, confirmando su importante papel en la repolarizacion auricular
humana.

Por ultimo, se perfundieron las células con 4-AP (2 mM), concentracion suficiente para
inhibir a la ly,; (Tamargo y cols., 2004b). La morfologia y las caracteristicas de activacion e
inactivacion del componente sensible a 4-AP (2 mM) se correspondian con las de la Iy, y su
amplitud era similar en los miocitos de ambas auriculas.

A diferencia de la I, tanto la amplitud, como la densidad de la Ik, eran
significativamente mayores en las células de la AD que en las de la Al. Es por esto que a
pesar de que la distribucion de las células con patron lg,s-predominante e intermedio es igual
en ambas auriculas, en condiciones fisiologicas existia un gradiente AD-AI de densidad de
Ikur-

Hasta la fecha, nunca se habian comparado las propiedades electrofisioldgicas de ambas
auriculas. Nuestros resultados demuestran que la Al y la AD de los pacientes en RS son

eléctricamente distintas.

2. La FA croénica aumenta la heterogeneidad inter-auricular

Nuestros resultados demuestran que la FA cronica modifica la distribucion de tipos
celulares en ambas auriculas, disminuyendo el porcentaje de células de tipo li,-predominante.
Observamos, ademas, que el porcentaje de disminucion de las células con patron iy -
predominante era similar en la Al y en la AD, sin embargo, esta disminucién se compensaba
con un aumento del porcentaje de células con patrén intermedio en el caso de la Al, mientras
que en la AD, el patron celular que aumentaba, en compensacion, era el lgs-predominante.
Ademas, todos los miocitos sufrian un aumento de tamafio, y las diferencias que se
observaban en los miocitos de RS en cuanto al tamafio celular, desaparecian en la FA cronica,
haciendo que el tamafio de los miocitos con patron |y, -predominante, que en RS eran mas

pequefios, fuera similar al de los lg,s-predominantes e intermedios.
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2.1. Modificaciones producidas por la FA cronica sobre la Ik, 1a lio; y 1a Ixy,

Las variaciones en el tamafio y la distribucion de los tres patrones celulares inducidas por
la FA croénica, se acompaiiaban, a su vez, de modificaciones en la amplitud y densidad de las
corrientes repolarizantes de K'. Para poder compararlas con los datos obtenidos en muestras
de pacientes en RS, utilizamos la misma estrategia farmacoldgica en miocitos de la AD y la
Al de pacientes con FA crénica.

En los miocitos de pacientes con FA cronica la amplitud de la Ik, medida como el
componente sensible a dofetilida, era pequefia y de magnitud similar a la registrada en
miocitos de RS, lo que confirma resultados previos que describian que la FA cronica no
modifica la Ix, (Bosch y cols., 1999).

Sin embargo, la FA crénica producia una disminucion de la amplitud y densidad de la Iy,
en ambas auriculas, siendo esta disminucion mayor en la Al que en la AD. Como resultado,
en los miocitos de pacientes con FA cronica, la densidad de la I, en la AD es mayor que en
la AL Por el contrario, aunque se observd una disminucidn de la amplitud y la densidad de la
Ixur €n ambas auriculas, ésta disminucion era mas marcada en la AD que en la Al

Por lo tanto, la FA cronica generaba un gradiente AD-AI en la densidad de la I, que no
existia en los pacientes en RS, mientras que anulaba el gradiente fisiologico AD-AI de la Iy,
lo que en conjunto, provocaba un aumento de la heterogeneidad interauricular.

Los resultados electrofisiologicos se pudieron explicar mediante el analisis de la expresion
del ARNm de las proteinas que forman los canales responsables de estas corrientes.

En los miocitos de RS no existian diferencias entre las dos auriculas en los niveles del
ARNmMm que codifican las proteinas Kv4.3 (subunidad a de los canales que generan la li,;). Sin
embargo, en la FA cronica se producia una disminucion de este ARNm, que era mas marcada
en la Al que en la AD. Por tanto, a pesar de que no han sido confirmados midiendo el nivel de
proteinas Kv4.3, estos datos sugieren que la disminucion de la Iy, observada en la AD, se
debe a una disminucion del namero de canales presentes en la membrana. Este es un resultado
consistente con los obtenidos en diversos estudios en pacientes con FA cronica (Michael y
cols., 2009; Brundel y cols., 2001; Bosch y cols., 1999; Delpén y cols., 2005; Van Wagoner y
cols., 1997, Workman y cols., 2001; Nattel y cols., 2010).

Por el contrario, los niveles del ARNm que codifica las proteinas Kv1.5 (subunidad a de
los canales que generan la lg,) en RS eran iguales en ambas auriculas. Este resultado no

coincidia con lo esperado, ya que el analisis electrofisioldgico indicaba que en condiciones
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fisiologicas, tanto la amplitud, como la densidad de la Ik, eran mayores en la AD que en la
Al. Lo méas probable es que existan modificaciones post-traduccionales que determinen que la
expresion de las subunidades Kv1.5 sea mayor en la AD que en la Al

Por otra parte, la FA crénica no modificaba significativamente el nivel de ARNm de
Kv1.5 en ninguna de las dos auriculas. Tampoco este resultado coincidia con lo que
esperabamos, sin embargo, otros autores habian descrito previamente que los niveles de
expresion del ARNm que codifica los canales Kv1.5 no disminuian en pacientes con FA.
(Brundel y cols., 2001; Bosch y cols., 1999; Van Wagoner y cols., 1997; Christ y cols.,
2008). En este caso, la disminucién de la Ik, podria atribuirse a procesos proteoliticos
activados por la FA cronica que disminuyen la expresion de la proteina Kv1.5, sin modificar
los niveles de ARNm.

Estos resultados demuestran que el remodelado eléctrico inducido por la FA cronica
aumenta las diferencias eléctricas entre ambas auriculas. Esto podria favorecer la estabilidad
de la arritmia, ya que una mayor heterogeneidad en la repolarizacion auricular hace que el
tejido auricular no sea excitable de forma homogénea, provocando que el frente de ondas no
pueda seguir una propagacion lineal, lo que favorece la reentrada y la perpetuacion de los

rotores que mantienen la FA.

2.2. ;Qué auricula es la mas afectada por la FA créonica?

Estudios clinicos y experimentales habian demostrado que, en particular durante los
episodios de FA paroxistica, la Al soporta mayores frecuencias de estimulacion que la AD
(Sarmast y cols., 2003; Sanders y cols., 2005). La teoria mas extendida para explicar el
fenomeno del remodelado eléctrico se basa en que las elevadas frecuencias de activacion que
soportan las auriculas durante la FA, producen una sobrecarga de Ca®’, modificacion que
induciria el resto de cambios que caracterizan el remodelado eléctrico.

Asumiendo que el remodelado eléctrico es consecuencia de la rapida frecuencia de
activacion auricular (Michael y cols., 2009), nuestra hipdtesis inicial fue que si el remodelado
debia afectar de forma mas marcada a una auricula que a otra, entonces la auricula mas
afectada seria la Al

Sin embargo, se ha descrito que en los pacientes con FA crénica se anula el gradiente de
frecuencia dominante AI-AD, que si existia en el caso de los pacientes con FA paroxistica. De

este modo, en los pacientes con FA cronica ambas auriculas soportan las mismas frecuencias
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de activacion (Lazar y cols., 2004; Voigt y cols., 2010), por lo que seria l6gico pensar que
tanto la Al como la AD sufran intensas modificaciones.

Los datos recogidos en la presente Tesis Doctoral sugieren que en los pacientes con FA
cronica ambas auriculas sufren profundos cambios, pero que éstos son distintos en cada una
de ellas. Este sorprendente resultado hace pensar que probablemente otros factores, y no sélo
el aumento en la frecuencia de activacion, provocan el remodelado eléctrico caracteristico de
la FA cronica.

Ademas, esta teoria se refuerza con los resultados de estudios sobre la eficacia de la
técnica de ablacion de focos en las dos auriculas en pacientes con FA cronica, que demuestran
que se trata de una arritmia biauricular (Rostock y cols., 2008), en la que ambas auriculas
estan profundamente afectadas.

Sin embargo, los resultados de la presente Tesis Doctoral no explican por qué el
remodelado producido por la FA crénica es distinto en la Al y en la AD. Para responder a esta

cuestion es necesario realizar nuevos estudios en el futuro.

3. El componente resistente a 4-AP: la I

Un resultado novedoso y relevante de la presente Tesis Doctoral es que, en ambas
auriculas, la FA cronica aumentaba extraordinariamente la amplitud y la densidad de corriente
del componente resistente a 4-AP sensible a TEA. Los resultados demostraron que se trataba
de una Ttnica corriente de salida tiempo-dependiente sensible a HMR-1556. Estas
caracteristicas, junto con el valor positivo del punto medio de la curva de activacion (Vy, = 8
mV) y la lenta cinética de activacion (T, > 2 s), sugerian, claramente, que esta corriente era la
Iks.

La amplitud de la Ik era muy pequefia en los miocitos de ambas auriculas de pacientes en
RS. Sin embargo, en los miocitos tanto de la Al, como de la AD de pacientes con FA croénica,
la amplitud de la Ix; aumentaba hasta 2.5 veces, en comparacion con la corriente registrada en
los miocitos de pacientes en RS.

El andlisis de la expresion del ARNm que codifica las proteinas Kv7.1 y minK
(subunidades o y B de los canales que generan la Ik, respectivamente) demostrdé que en los
pacientes con FA cronica se producia una disminucién de Kv7.1 y un aumento de minK
simultaneamente, siendo este efecto idéntico en ambas auriculas. Los resultados en cuanto a

las alteraciones en la expresion de Kv7.1 y minK producidas por la FA cronica son
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controvertidos, en la bibliografia podemos encontrar la descripcion tanto de un aumento,
como de una disminucion del ARNm de ambas proteinas (Michael y cols., 2009; Brundel y
cols., 2001; Lai y cols., 1999). Nuestros resultados coinciden con lo descrito por Lai y
colaboradores (Lai y cols., 1999). Sorprende que, a diferencia de lo que ocurre en otras
corrientes, en el caso de la g el aumento en la densidad de la corriente se debe a un aumento
de la subunidad B de los canales que la generan, y no de la subunidad a.

Se ha demostrado que aunque la expresion de minK per se no forma ningin canal
funcional, la coexpresion de minK con Kv7.1 genera una corriente con una amplitud 10 veces
mayor que la generada por la subunidad a sola (Tristani-Firouzi y Sanguinetti, 2003), con
caracteristicas muy similares a las de la Ixs nativa (Barhanin y cols., 1996; Sanguinetti y cols.,
1996b; Charpentier y cols., 2010). Ademas, la presencia de minK modifica la sensibilidad al
pH intracelular y a la temperatura (Unsold y cols., 2000;) y aumenta la conductancia de los
canales Kv7.1 (Charpentier y cols., 2010). Actualmente se acepta que la lgs se genera a través
de canales formados por 4 subunidades oo Kv7.1, ensambladas con, al menos, 2 subunidades
auxiliares minK (Chen y cols., 2003a). La gran implicacion de minK en la determinacion de
la amplitud de la Ixs podria explicar que el aumento del ARNm de minK inducido por la FA
fuera el responsable del aumento en la densidad de la Igs observado en los miocitos de estos
pacientes.

Esta es la primera demostracion de que la FA cronica provoca el aumento de una corriente
de K' voltaje-dependiente. Nuestra hipotesis es que el aumento de la Ig, no es un
epifénomeno que, simultdneamente con otros, sucede en el proceso de remodelado eléctrico
asociado a la FA cronica. Por el contrario, consideramos que junto con la disminucion de la
lcaL y el aumento de la Ik, el aumento de la Ixs constituye un cambio que contribuye de forma
critica al acortamiento de la DPA y del periodo refractario auricular.

Sin embargo, la contribucion de la Igs a la repolarizacidon cardiaca ha sido materia de
debate durante mucho tiempo (Kurokawa y cols., 2001; Liu y cols., 2012). El principal
problema se encuentra en que para activar la lgs en condiciones de voltage clamp es necesario
utilizar pulsos despolarizantes de larga duracion (2-5 s), mientras que el PA auricular humano
tiene una duracién en el rango de 150-250 ms. Esto ha llevado a proponer que el grado de
activacion de la lgs durante un PA auricular humano seria minimo y, por tanto, su
participacion en la repolarizacion, despreciable.

En RS, la diastole es suficientemente larga para completar totalmente la deactivacion de la

Ixs entre dos latidos. Sin embargo, a medida que la frecuencia cardiaca aumenta, tanto la DPA
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como el intervalo interdiastolico se acortan, haciendo que la deactivacion de los canales que
generan la lgs no llegue a completarse al comenzar el siguiente PA (Faber y Rudy, 2000). Esto
provoca que los canales que generan la I se acumulen en un estado no conductor, pero muy
cercano al estado abierto durante la didstole, y que en la siguiente despolarizacion, pasen al
estado abierto-conductor casi inmediatamente, generando una corriente de salida de K cada
vez mayor (Roden y Yang, 2005). Es decir, la Ik, a diferencia del resto de las corrientes
16nicas, aumenta al aumentar la frecuencia cardiaca.

Por tanto, la amplitud de la Ik, generada al activar el miocardio a una frecuencia constante
con PAs de duracion breve es mucho mayor que la de la corriente generada por un unico
pulso rectangular de igual duracion (Delpén y cols., 1995). Para confirmar esta hipdtesis,
ejecutamos un modelo matematico de Ik desarrollado por el grupo de Terrenoire (Terrenoire
y cols., 2005), que nos permitia comparar la densidad de la lx; en estado estacionario al
aplicar un tren de pulsos de 150 ms a bajas (0.05 Hz) y altas (1 Hz) frecuencias, tanto en RS
como en FA cronica, con la generada por un tnico pulso de la misma duracioén. A frecuencias
de estimulacién bajas, la Ixs no se acumulaba durante la aplicacion del tren de pulsos, de
forma que la densidad de la Igs en estado estacionario a 0.05 Hz, era marcadamente menor
que la generada cuando se estimulaba a 1 Hz. Sin embargo, la Ixs generada en estado
estacionario tras estimular la célula a 1 Hz era un 60% mayor que la generada por un unico
pulso.

Por tanto, los resultados del modelo matematico confirmaron la hipotesis de que la Ik
acumulada durante la estimulacion continua contribuye a la repolarizacion auricular, a pesar
de su lenta cinética de activacion. Por lo tanto, el aumento en la lgs podria contribuir de forma
critica al acortamiento de la DPA producido por la FA cronica, caracterizada por unas
frecuencias de activacion >5 Hz.

Durante la FA, la conduccion del frente de ondas se caracteriza por un patrén de
propagacion complejo denominado conduccién fibrilatoria, en el que se produce reentrada,
fragmentacion de los frentes de ondas y formacion de rotores. Un frente de ondas se rompe
cuando éste no es capaz de excitar al tejido que tiene por delante, bien porque exista un
obstaculo anatdémico inexcitable, o bien porque el tejido excitable se encuentre en periodo
refractario. Cuando esto ocurre, el frente de ondas se curva y se forma un rotor (Jalife, 2011).
La lgs, debido a su lenta deactivacion, tiene un papel destacado en el control de la
excitabilidad del tejido durante el intervalo diastolico (es decir, en el control de la

refractariedad post-repolarizacion), ya que a medida que aumenta la frecuencia, el
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consiguiente aumento de la lgs acorta la DPA y el periodo refractario, permitiendo que las
células auriculares sean capaces de soportar frecuencias elevadas. Se ha demostrado que un
aumento en la I reduce el area del sustrato necesario para inducir y mantener la reentrada, es
decir, aumenta la susceptibilidad del tejido a la arritmogénesis (Kharche y cols., 2012) y
estabiliza los rotores que mantienen la excitacién reentrante en un area limitado de tejido
auricular (Mufioz y cols., 2007; Kharche y cols., 2012). Esto podria explicar la aparicion de
conduccion fibrilatoria en aquéllas condiciones en las que la lxs estd aumentada, como en la
FA cronica, donde podria estar jugando un importante papel en la perpetuacion de la misma.
Es razonable especular que una inhibicién frecuencia-dependiente de la lgs, como la
producida por propafenona (Delpén y cols., 1995), podria ser util en el contexto de la
proteccion frente a taquiarritimias generadas por mecanismos de reentrada como la FA
cronica, convirtiendo asi a la Ixs en una posible diana para la terapia antiarritmica (Stengl y

cols., 2003; Mufioz y cols., 2007; Islam, 2010).

3.1. Mutaciones en los genes de las subunidades que generan la lxs asociadas a FA

familiar

Es un hecho demostrado que mutaciones en los genes que codifican tanto a la subunidad o
Kv7.1 (KCNQI1), como a la principal subunidad B minK (KCNET1) responsables de la Iks, dan
lugar a la apariciéon de diversos sindromes arritmogénicos. Este hecho apoya de forma
irrefutable el importante papel y la implicacion de la Ixs en la repolarizacion cardiaca humana.

A nivel ventricular, mutaciones con pérdida de funcion (es decir, que disminuyen la
densidad de la Igs) en los genes KCNQ1 y KCNE1 se asocian con una prolongacion de la
repolarizacién y con SQTL tipo 1 y 5 respectivamente (Kurokawa y cols., 2001; Cerrone y
Priori, 2011; Wilde y Brugada, 2011; Cerrone y cols., 2012). Por el contrario, mutaciones de
ganancia de funcion de KCNQI1 y KCNEI acortan la DPA, tanto en los ventriculos como en
las auriculas, lo que se manifiesta como SQTC tipo 2 y FA familiar tipo 1 (Bellocq, 2004;
Hong y cols., 2005).

El estudio genético de familias con FA ha permitido asociar varias mutaciones con la
arritmia. En 2003 se describid la primera mutacion asociada con FA familiar en el gen
KCNQ1 (S140G), que provocaba un fenotipo de ganancia de funcion del canal.
Paraddjicamente, parte de los familiares afectados mostraba, a nivel ventricular, una

prolongacion del intervalo QT (Chen y cols., 2003).

210



Discusion

A partir de entonces, mas casos de FA familiar han sido atribuidos a mutaciones con
ganancia de funcion en el gen KCNQI (Bellocq y cols., 2004; Hong y cols., 2005; Lundby y
cols., 2007; Zhang y cols., 2008; Das y cols., 2009; Abraham y cols., 2010; Henrion 2012),
algunas asociadas con SQTC, (sugiriendo que la mutaciéon también aumentaba la Ik
ventricular) (Hong y cols., 2005), otras con SQTL (Lundby y cols. 2007) y otras que no
modificaban significativamente el intervalo QT (Das y cols., 2009). Algunas de estas
mutaciones en KCNQI sdlo exhiben su fenotipo de ganancia de funciéon en presencia de la
subunidad KCNE1 (Hong y cols., 2005; Restier, 2008; Chan y cols, 2012).

En general, sin tener en cuenta los efectos sobre la repolarizacion ventricular, las
mutaciones con ganancia de funcion en KCNQI y/o KCNEI1, aumentan la lgs y producen FA
debido, probablemente, al acortamiento de la DPA que provocan (Seebohm, 2009).

Por otra parte, también se han descrito mutaciones que producen una disminucion de la Ik
asociadas con formas familiares de FA, tanto en KCNQ1 (Bartos y cols., 2001; Girmatsion y
cols., 2011) como en KCNEI (Ehrlich y cols., 2005).

Mediante modelos matemadticos se ha sugerido que estas mutaciones con pérdida de
funcién producen una prolongacion de la DPA auricular. Esta paradojica asociacion entre una
prolongacion de la DPA y la presencia de FA, puede explicarse porque, en determinadas
condiciones (reserva de la repolarizacion reducida) la prolongacion del PA facilita la
generacion de postpotenciales precoces, que a su vez, generan PAs a altas frecuencias que
desencadenan la FA. (Ehrlich y cols., 2005).

En general, tanto la pérdida, como la ganancia de funcion de los canales que generan la
Ixs, se relaciona con la aparicion de FA, por distintos mecanismos, apoyando la idea de que
esta corriente tiene un importante papel en la repolarizacion auricular, y en la determinacion
de la DPA.

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral demuestran que el remodelado
eléctrico inducido por la presencia de FA cronica produce un efecto de “ganancia de funcion”
en los canales que generan la Ik, que, de forma similar a las variantes genéticas de FA

descritas, provoca un acortamiento de la DPA que favorece la estabilizacion de la arritmia.
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4. Remodelado inducido por la FA crénica sobre la lca y la Ik

Hasta la fecha, las dos modificaciones provocadas por la FA cronica que parecian
contribuir de forma mas critica al acortamiento de la DPA y del periodo refractario auricular
eran, por un lado, la disminucion de la expresion de los canales que generan la corriente
despolarizante I, (Van Wagoner y cols., 1999) y por otro, el aumento en la expresion de los
canales que generan la lg;, corriente con rectificacion interna independiente de voltaje
(Michael y cols., 2009; Bosch y cols., 1999; Dobrev y cols., 2005). Por este motivo, también
comparamos la amplitud y densidad de estas corrientes en miocitos de pacientes en RS y con
FA croénica.

La Ik, se registro en presencia de glibenclamida (inhibidor selectivo de la Igatp) y de
atropina (inhibidor de la lx ach ) para evitar la contaminacién con otras corrientes con
rectificacion interna. Ademas, esta corriente se inhibia totalmente en presencia de BaCl,,
sugiriendo que la corriente registrada era la lg; Nuestros resultados confirmaron que la
densidad de la Ik, era significativamente mayor en los miocitos de pacientes con FA cronica
que en los de RS. Este aumento se ha atribuido a un aumento en los niveles del ARNm que
codifica las proteinas Kir2.1 en pacientes con FA cronica (Van Wagoner y cols., 1997; Bosch
y cols., 1999; Dobrev y cols., 2001 y 2002; Gaborit y cols., 2005 y 2007; Nattel y cols.,
2010).

El aumento de la lx; contribuye tanto al acortamiento de la DPA, como a la aceleracion de
los rotores que mantienen la FA, ya que hiperpolariza las células, eliminando la inactivacién
voltaje-dependiente de la In,. (Dhammon y Jalife, 2005: Wakili y cols., 2011).

Los resultados de la presente Tesis Doctoral confirman que la FA crénica produce una
marcada disminucion de la densidad de la lIc,r, (Van Wagoner y cols., 1999; Bosch y cols.,
1999; Skasa y cols., 2001; Schotten y cols., 2011). Se ha descrito que el remodelado eléctrico
produce una disminucion en la expresion del ARNm y de los niveles de Cavl.2, la subunidad
a del canal de Ca® tipo L (Brundel y cols., 2001; Gaborit y cols., 2005; Schotten y cols.,
2011). La disminucién de la lc,p es un mecanismo compensatorio que trata de reducir la
sobrecarga de Ca®" que produce la elevada frecuencia cardiaca propia de la FA, y ocurre de
forma inmediata.

Ambas modificaciones se han considerado las principales responsables del acortamiento
de la DPA y del periodo refractario, mientras que las disminuciones en las densidades de la

lio1 y de la Iy, se consideran epifendmenos derivados de éstas.

212



Discusion

Sin embargo, los resultados de la presente Tesis Doctoral en relacion al enorme aumento
de la Igs provocado por la FA cronica, hacen pensar que quizas esta corriente también esté
implicada en el acortamiento de la DPA y del periodo refractario al mismo nivel al que lo

estan las modificaciones de la lc,. y de la Ik;.

5. Remodelado de receptores 1-adrenérgicos inducido por la FA croénica

El siguiente objetivo de la presente Tesis Doctoral fue describir los mecanismos
responsables de los efectos electrofisiologicos producidos por la estimulacion de receptores [3-
adrenérgicos en FA cronica, ya que varios datos clinicos y experimentales apuntaban a que la
estimulacion adrenérgica podria estar relacionada con el inicio y/o el mantenimiento de la FA.

Con el objetivo de estudiar las modificaciones que la FA cronica pudiera producir en los
principales efectores de la respuesta j-adrenérgica en el tejido auricular humano, realizamos
un analisis cuantitativo de los niveles de expresion del ARNm del receptor 3;-adrenérgico, de
las AC V y VI y de las PDE 3A y 4A, que regulan de forma critica la intensidad de la
respuesta [3;-adrenérgica en el miocardio auricular humano (Omori y Kotera, 2007; Zaccolo y
Movsesian, 2007; Xiang, 2011).

Nuestros resultados demostraron que la FA cronica producia un aumento de =30% en el
nivel de ARNm del receptor B;-adrenérgico. Ademas, el aumento del ARNm resultd ser un
40% mayor en la Al que en la AD. Por el contrario, los niveles d¢e ARNm de las ACVy Vly
las PDE 3A y 4A permanecian inalterados con respecto a los niveles obtenidos en las
muestras de RS y no existian diferencias entre ambas auriculas, sugiriendo que si los efectos
de la estimulacion de receptores Bj-adrenérgicos eran distintos en RS y en FA crénica, seria
debido al remodelado de receptores [3;-adrenérgicos, y no al de otros efectores de la via de
sefializacion.

Publicaciones anteriores demuestran que la FA cronica estd asociada con aumentos en la
expresion de distintos receptores como el de serotonina 5-HT4w,) (Lezoualc’h y cols., 2007), el
de angiotensina II tipo 1 (exclusivamente en la Al) (Boldt y cols., 2003; Cong y cols., 2010) y
el de mineralocorticoides (Tsai y cols., 2010). Por el contrario, también se ha descrito que la
FA cronica provoca una disminucion en la expresion de receptores como el receptor opioide
kappa (Lendeckel y cols., 2005) o los receptores muscarinicos M2, M3 y M4 (Yeh y cols.,
2007). Esto hace pensar que las modificaciones en la expresion de receptores también forman

parte del complejo remodelado de las auriculas inducido por la FA cronica.
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Sin embargo, hasta la fecha nunca se habia estudiado el remodelado de receptores [-
adrenérgicos, a pesar de que las alteraciones del tono nervioso, especialmente las del sistema
nervioso simpatico, estan relacionadas con el inicio de los paroxismos de FA (Workman,
2010; Bettoni y Zimmermann; 2002). De hecho, en un estudio en pacientes con FA
paroxistica, la infusion de ISO (un agonista ;-adrenérgico) provoco el inicio de un episodio
de FA en el 84% de los pacientes (Oral y cols., 2008). Ademas, se ha demostrado que la FA
post-quirurgica tiene un origen simpatico, un hecho que podria explicar la relativa eficacia de
la administracion de farmacos B-bloqueantes en la prevencion de esta forma de FA
(Workman, 2010; Ali y cols., 1997). Por otro lado, el bloqueo de receptores B-adrenérgicos se
ha asociado con una disminucion de la incidencia de FA en sujetos sanos, en pacientes con
disfuncion del VI tras infarto de miocardio y en pacientes con insuficiencia cardiaca cronica
(Psaty y cols., 1997; McMurray y cols., 2005; van Veldhuisen y cols., 2006).

Patologias cardiovasculares de elevada prevalencia como la insuficiencia cardiaca o la
hipertension llevan asociado un aumento del tono simpatico. En el caso de la insuficiencia
cardiaca, se produce una activacion del tono simpatico que inicialmente pretende preservar la
homeostasis cardiovascular y compensar la funcion cardiaca insuficiente, sin embargo, a largo
plazo, la hiperactividad simpatica tiene efectos deletéreos sobre la estructura y funcionalidad
cardiacas. Se produce un aumento de la noradrenalina circulante, una disminucién de la
noradrenalina en los cardiomiocitos y una disminucion de los niveles de receptores -
adrenérgicos cardiacos. La elevacion de los niveles plasmaticos de catecolaminas tiene
efectos cardiotoxicos que empeoran la funcion cardiaca. El tratamiento con B-bloqueantes
(bisoprolol, carvedilol y metoprolol) ha demostrado reducir la morbi-mortalidad en estos
pacientes (Triposkiadis y cols., 2009).

En la hipertension, la activacion excesiva del tono simpatico afecta al rifion, provocando
una retencién inapropiada de Na', estimulacion de la liberacion de renina y una funcién renal
disminuida (Di Bona, 2002; Goldsmith y cols., 2010).

Curiosamente, tanto la insuficiencia cardiaca como la hipertension arterial, aumentan
marcadamente el riesgo de desarrollar FA. Por tanto, se podria afirmar que la marcada
activacion del sistema nervioso simpatico podria estar contribuyendo al desarrollo de la FA.
Nuestros resultados hacen pensar que el remodelado del sistema adrenérgico podria ser parte
del sustrato de la FA y si esto fuera asi, la administracion de B-bloqueantes podria ser util en

el contexto de la prevencion de la recurrencia de la FA.
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5.1. Efecto de la estimulacion de receptores [;-adrenérgicos sobre las corrientes de K

repolarizantes voltaje-dependientes y sobre la lIx; en RS y en FA cronica

Nuestros resultados demostraron, por primera vez, que en miocitos de pacientes en RS, la
estimulacion de receptores Bi-adrenérgicos inhibia la I, de forma concentracion-dependiente.
Ademas, la inhibicion producida era tiempo y voltaje-independiente, ya que no se
modificaban ni el punto medio de la curva de inactivacion, ni la constante de tiempo de la
inactivacion. Ademads, la inhibicion de la l,,; mediada por ISO se prevenia totalmente en
presencia de atenolol (antagonista selectivo de receptores [3;-adrenérgicos a esa
concentracion), lo que demostraba que el efecto del ISO estaba mediado exclusivamente por
la activacion de receptores 3; y no de otro subtipo.

Marshall y colaboradores han publicado recientemente que la l,; se mantenia inalterada
en presencia de ISO en miocitos de pacientes en RS (Marshall y cols., 2012). No conocemos
las razones de esta discrepancia; sin embargo, y a parte de la diferencia en las concentraciones
de ISO utilizadas (utilizaban concentraciones 1000 veces mayores), mantenemos la hipotesis
de que podria deberse a los efectos que el tratamiento enzimatico utilizado por estos autores
para la disociacidén de miocitos pudiera tener sobre la expresion de las proteinas de membrana.

Nuestros resultados son la primera demostracion de que la estimulacion de receptores [3;-
adrenérgicos produce una disminucion de la ly,; significativamente mayor en los miocitos de
pacientes con FA cronica que en los de pacientes en RS. Ademas, la inhibicion es mayor en
los miocitos de la Al

Quisimos determinar si la inhibiciéon de la l,; mediada por la estimulacion de receptores
Bi-adrenérgicos era debida a la activacion de la ruta candnica de la AC-PKA. Esta via es la
responsable de los efectos producidos por los receptores B;-adrenérgicos sobre los restantes
canales cardiacos (Workman, 2010; Tamargo y cols., 2004b; Walsh y Kass, 1988; Volders y
cols., 2003). Nuestros resultados preliminares confirmaron esta hipdtesis, ya que el efecto del
ISO se abolia en presencia tanto de ciclopentiladenina (un inhibidor selectivo de la AC) como
del inhibidor de la PKA (PKI).

Por otro lado, confirmamos resultados previos que demostraban que la Ik, €s muy poco
sensible a la estimulacion i-adrenérgica (Li y cols., 1996b), ya que el ISO no producia
ningin efecto significativo a concentraciones menores de 10 nM, y este resultado se
reproducia en los miocitos, tanto de la AD como de la Al, y tanto en los de RS, como en los

de FA cronica.
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Los efectos de la estimulacion de receptores ;-adrenérgicos sobre la lk; auricular humana
tampoco se habian estudiado previamente. Los resultados de la presente Tesis Doctoral
demostraron que la estimulacion de receptores [;-adrenérgicos inhibia el componente de
entrada de la lg; generado a potenciales mas negativos del Ek, sin embargo, no producia
efectos significativos sobre el componente de salida generado a potenciales mas positivos del
Ek. Este hecho limita la posible relevancia del hallazgo, ya que en condiciones fisiologicas el
PR auricular es mas despolarizado que el Ex. Tal y como ocurria con la Iy, la inhibicion de la
Ik; producida por la estimulacion de receptores Pi-adrenérgicos era mas marcada en los

miocitos de FA cronica que en los de RS, y en los de la Al que en los de la AD.

5.2. Efecto de la estimulacion de receptores 31-adrenérgicos sobre la Igs en RS y en FA

cronica

En la presente Tesis Doctoral se ha confirmado que la Igs es extremadamente sensible a la
estimulacion P-adrenérgica. El ISO producia un importante aumento en la amplitud y la
densidad de la Igs a potenciales > +20 mV y > -20 mV en RS y en FA croénica,
respectivamente.

Ademas, el aumento de la lxs producido por la estimulacion de receptores 3;-adrenérgicos
era significativamente mayor en los miocitos de pacientes con FA cronica que en los de
pacientes en RS, y en los miocitos de la Al, que en los de la AD, como se pudo comprobar al
comparar los valores de ECs de las curvas dosis-respuesta. De forma anéloga a lo que ocurria
con la |y, el efecto del ISO se prevenia totalmente en presencia de atenolol. Por otra parte, el
efecto del ISO sobre la Ixs en miocitos de FA cronica era tiempo- y voltaje-dependiente, ya
que estaba acompafiado por un desplazamiento hacia la izquierda del punto medio de la curva
de activacion y por una aceleracion de la cinética de activacion. Por el contrario, las
constantes de deactivacion no se modificaban en presencia de ISO.

Nuestros resultados concuerdan con los de diversos estudios en modelos animales, que ya
habian demostrado que la contribucion de la Ik a la repolarizacion adquiere un papel critico
en presencia de estimulacion B-adrenérgica (Walsh y Kass, 1988; Volders y cols., 2003;
Stengl y cols., 2003). En estos estudios, y coincidiendo con nuestros resultados
experimentales, la estimulacion de receptores [3;-adrenérgicos aumentaba la conductancia de
la Ixs y desplazaba la dependencia de voltaje de la activacion hacia potenciales mas negativos

(Walsh y Kass, 1988; Sanguinetti y cols. 1991; Han y cols. 2001; Volders y cols. 2003).
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Ademas, la estimulacion de receptores 3;1-adrenérgicos producia cambios en la cinética de
la Ixs, como una aceleracion de la activacion (Han y cols. 2001; Volders y cols. 2003; Stengl y
cols., 2003) y una deceleracion de la deactivacion (Stengl y cols., 2003). La aceleracion de la
activacion se traduce en un aumento en el nimero de canales en estado abierto durante un
unico pulso, aumentando, a su vez, la densidad de la lxs en estado estacionario en los
siguientes pulsos. Por otro lado, una deactivacion mas lenta tiene como resultado una mayor
acumulacidn, ya que menos canales tienen tiempo de deactivarse en un determinado intervalo
entre pulsos, y por tanto, quedan mas canales en estado abierto en la siguiente despolarizacion
(Stengl y cols., 2003).

Estudios en diversas preparaciones de tejido cardiaco de distintos modelos animales
(células de Purkinje caninas, células del nodo SA de conejo, miocitos ventriculares caninos)
(Han y cols., 2001; Lei y cols., 2002; Volders y cols., 2003) demostraron que a pesar de que
la contribucién de la Ixs a la DPA en condiciones basales era minima, esta corriente adquiria
gran importancia en presencia de estimulacion B-adrenérgica. De hecho, en un estudio en
perros conscientes, en los cuales se asume que existe un cierto nivel de estimulacion
adrenérgica, la repolarizacion ventricular era claramente dependiente de la densidad de la Ik,
(Volders y cols., 2003).

Sin embargo, podria argumentarse que en nuestros resultados, el efecto del ISO aparece
solo cuando se utilizan pulsos de larga duracion (4 s) para generar la lgs, mientras que estos
efectos no se observaban en la corriente generada al final del pulso de 250 ms, siendo ésta una
duracion que se asemeja mas a la del PA auricular humano. Esto podria suponer una duda en
cuanto a la relevancia fisiologica de los resultados presentados, particularmente considerando
que la DPAy, registrada en los miocitos de FA crénica era de 100 ms.

Para confirmar la hipotesis de que la densidad de la Igs y por tanto, su contribucion a la
fase de repolarizacion auricular, aumentan marcadamente a frecuencias de estimulacion
crecientes, especialmente tras la estimulacion de receptores 31-adrenérgicos (Stengl y cols.,
2003; Terrenoire y cols., 2005; Islam, 2010), ejecutamos de nuevo el modelo matematico de
Ixs desarrollado por el grupo de Terrenoire (Terrenoire y cols., 2005) para simular el efecto de
la estimulacion adrenérgica sobre la Igs (Terrenoire y cols., 2005; Sampson y cols., 2008). Los
resultados al ejecutar el modelo demostraron que la lxs acumulada, y por tanto, la densidad de
la Igs en estado estacionario, eran mayores en presencia de ISO que en su ausencia,
coincidiendo con nuestros datos experimentales, pero este efecto s6lo ocurria a la frecuencia

mas alta (1 Hz), mientras que a 0.05 Hz la densidad de la Igxs en estado estacionario era
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marcadamente menor, tanto en presencia como en ausencia de estimulacion 3;-adrenérgica.

5.3. Efecto de la estimulacion de receptores f-adrenérgicos sobre 1a I,

Nuestros resultados confirman que la lc,p es muy sensible a la estimulacion [3;-
adrenérgica. La estimulacion de receptores 3-adrenérgicos producia un aumento significativo
de la lcar, siendo este efecto mas marcado en los miocitos de pacientes con FA cronica que en
los de pacientes en RS. El grupo de Van Wagoner obtuvo resultados similares al analizar el
efecto del ISO 1 uM en miocitos de pacientes en RS y con FA cronica (Van Wagoner y cols.,
1999). Por el contrario, existe otro estudio en el que el ISO 1 uM provocaba el mismo
incremento de la I, en miocitos de pacientes en RS que en los miocitos de pacientes con FA
cronica (Christ y cols., 2004). No conocemos las razones de esta discrepancia, sin embargo,
nuestros resultados apuntan a que la FA cronica provoca una potenciacion de los efectos ;-
adrenérgicos en todas las corrientes auriculares estudiadas mediada por el aumento en el
numero de receptores [3;-adrenérgicos inducido por la FA, por lo que parece l6gico pensar que

el resultado mas plausible es que ocurra lo mismo en la I,y

6. Impacto funcional de la estimulaciéon de receptores Pi-adrenérgicos sobre la DPA

auricular

Tanto la FA aguda, como la cronica se caracterizan por un acortamiento de la DPA 'y del
periodo refractario auricular (Schotten y cols.,, 2011). Bajo nuestras condiciones
experimentales, los PAs registrados en miocitos de pacientes con FA crénica tenian una
duracion menor que los registrados en miocitos de pacientes en RS.

Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral sugieren que la potenciacion de los
efectos de la estimulacion de receptores [j;-adrenérgicos sobre las corrientes idnicas
auriculares inducida por la FA crénica puede atribuirse, principalmente, a la regulacion al alza
de receptores Bj-adrenérgicos auriculares que provoca la FA crénica. Sin embargo, hasta la
fecha, no existian datos que explicaran el efecto de la estimulacion B-adrenérgica sobre las
caracteristicas del PA de los pacientes con FA crénica. Por ello, un objetivo importante del
trabajo realizado en la presente Tesis Doctoral era la comparacion del efecto de la
estimulacion de receptores i-adrenérgicos sobre los PAs registrados en miocitos de pacientes

en RS y con FA cronica. Por esta razon, la concentracion de ISO elegida para llevar a cabo
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todos los experimentos electrofisiologicos fue de 1 nM, una concentracion muy baja en
comparacion con la de otros estudios experimentales, en un intento de reproducir las
concentraciones fisioldgicas de catecolaminas circulantes, que se encuentran entre 0.4 y 1.6

nM (Bolger y cols., 2002).

6.1. Efectos de la estimulacion de receptores [j-adrenérgicos en los PAs registrados en

miocitos de pacientes en RS.

En los miocitos de pacientes en RS, el ISO prolongaba la DPA medida al 20, 50 y 90% de
la repolarizacion, siendo este efecto mas marcado en la DPAs. Estos resultados estdn en
consonancia con publicaciones anteriores (Redpath y cols., 2006) y pueden interpretarse en la
luz de los efectos de la estimulacion de receptores Bi-adrenérgicos sobre cada corriente. De
hecho, la duracion de la fase de meseta del PA en RS esta determinada principalmente por la
amplitud de la lcar, cuyos efectos despolarizantes se equilibran con los efectos repolarizantes
de la lo; y la Iy (Van Wagoner y cols., 1999). Por lo tanto, el aumento en la densidad de la
lcaL, junto con la disminucion de la ly; producidos por la estimulacion de receptores ;-
adrenérgicos son, probablemente, los responsables de la prolongacion de la DPAsy observada
en las células de pacientes en RS.

Confirmamos esta hipotesis mediante un modelo matematico que habia sido utilizado
previamente para simular los efectos de la estimulacion adrenérgica sobre el PA (Sampson y
cols., 2008). Elegimos el modelo matematico de PA “tipo 3” desarrollado por Courtemanche
y colaboradores (Courtemanche y cols., 1999), ya que de los tres modelos descritos, la forma
triangular del “tipo 3” era practicamente idéntica a la de los PAs registrados en nuestro
laboratorio. Al introducir en el modelo nuestros resultados experimentales del efecto de la
estimulacion de receptores [3;-adrenérgicos en miocitos de RS (una disminucion de la
conductancia maxima de la l,; del 10.6%, un aumento de las conductancias maximas de la I
y de la ¢, del 30% y del 13.5%, respectivamente y las modificaciones que produce el ISO
sobre la cinética y la dependencia de voltaje de la activacion de la lgs), obtuvimos una
prolongaciéon de la DPA similar a la observada experimentalmente. Los efectos de la
estimulacion de receptores i-adrenérgicos sobre la lg; no fueron tenidos en cuenta, ya que

solo aparecian a potenciales no fisiolégicos, mas negativos que el Ek.
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6.2. Efectos de la estimulacion de receptores [;-adrenérgicos en los PAs registrados en

miocitos de pacientes con FA cronica

Los efectos del ISO sobre la DPA registrada en los miocitos procedentes de pacientes con
FA cronica resultaron ser totalmente distintos a los observados en los miocitos de RS. Este
resultado lo atribuimos a que el remodelado eléctrico producido por la FA crénica hace que la
contribucion de cada corriente a la DPA sea distinta a la que tenia en RS. En los miocitos de
FA croénica, la estimulacion de receptores i-adrenérgicos producia una prolongacion de la
DPA,y, no modificaba la DPAsy y lo que es mas importante, acortaba la DPAg,.

Estos resultados sugieren que la FA cronica, por un lado, disminuye de tal manera el papel
de la lca en la fase de meseta, que la inhibicién de la ly,; producida por el ISO resulta en una
prolongacion durante la fase de meseta del PA. Por otro lado, la FA cronica, ademas de
producir un marcado incremento de la lgs, potencia extraordinariamente su sensibilidad a la
estimulacion Bj-adrenérgica. La Ik estd principalmente implicada en la fase terminal de la
repolarizacion (Volders y cols.,, 2003; Redpath y cols., 2006), por lo que ambas
modificaciones producidas por la FA crénica, podrian ser las responsables del acortamiento
de la DPAy, observado en presencia de estimulacion ;-adrenérgica.

Para confirmar esta hipdtesis, utilizamos de nuevo el modelo de PA “tipo 3”, incluyendo
las modificaciones descritas por el autor para obtener un modelo de PA remodelado por FA
crénica (es decir, considerar una reduccion del 70% en la lcar, y del 50% en la ly; y en la
Ikur). Ademads, también incluimos otras modificaciones electrofisioldgicas producidas por la
FA cronica (un aumento del 100% en la lxs y en la lg;) descritas después de que el modelo se
publicara. Una vez modificado el modelo, incorporamos los efectos del ISO sobre las
conductancias maximas de la ly,; (disminucion del 28.7%), de la ¢, (aumento del 24%), y de
la Ixs (aumento del 52%) y las modificaciones en los parametros de activacion de la lgs. Al
ejecutar el modelo, el resultado fue un acortamiento de la DPAg, de magnitud similar al
observado experimentalmente.

Sin embargo, este resultado no descartaba que la disminucion de la ¢, fuera la tinica
responsable de los efectos observados. Para responder a esta cuestion, utilizamos el mismo
modelo de PA remodelado por FA cronica sin incluir el 100% de aumento de la Iks. En estas
condiciones, el ISO no acortaba, sino que prolongaba la DPA,, sugiriendo claramente que el
aumento de la g estaba participando de forma critica en el acortamiento de la DPAyy

inducido por la estimulacion 3;-adrenérgica en los miocitos de FA cronica.
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Estos resultados son novedosos e interesantes, considerando que la duracion de la fase
terminal de la repolarizacion es uno de los principales determinantes del periodo refractario
auricular y se acepta de forma generalizada que el acortamiento del periodo refractario
favorece la reentrada (Schotten y cols., 2011; Wakili y cols., 2011). Como se ha discutido
anteriormente, la contribucion de la lgs a la repolarizacion adquiere un papel critico a
frecuencias elevadas y bajo estimulacion B;-adrenérgica, dos condiciones presentes en los
pacientes con FA crénica. Esto hace razonable proponer que la potenciacion de los efectos de
la estimulacion de receptores ;-adrenérgicos sobre la lgs inducida por la FA crénica podria
contribuir a la estabilizacion de la arritmia a largo plazo, debido al acortamiento del periodo
refractario que provoca.

La hipdtesis de que la estimulacion P-adrenérgica de la g podria contribuir a la FA
habia sido sugerida previamente por el grupo de Sampson y colaboradores, quienes, mediante
un modelo de raton transgénico para la lgs, demostraron que la administracion in vivo de ISO
predisponia a los ratones transgénicos a sufrir arritmias prolongadas, pero no a los ratones
control, que carecen de lgs de forma fisiologica. Ademds, mediante un modelo matematico,
confirmaron que la acumulacioén de canales en estado abierto generada por la estimulacion -
adrenérgica era la responsable del sustrato proarritmico (Sampson y cols., 2008).

La inhibicion de la Ixs se ha propuesto como una aproximacion terapéutica antiarritmica
mas segura que la de la inhibicidon de otras corrientes repolarizantes, debido a que la Ik se
hace mas prominente en presencia de un tono simpatico elevado (Gerlach, 2001; Gerlach,
2003; Salata y cols., 2004; Islam, 2010). Una inhibicion selectiva de la Ixs podria prolongar la
DPA cuando la frecuencia de activacidn auricular es muy rapida (como en el caso de la FA) o
en presencia de un tono simpatico elevado, sin provocar los efectos proarritmicos
potencialmente letales que poseen los antiarritmicos de clase III, ya que permitiria un bloqueo
frecuencia-dependiente con efectos mas homogéneos sobre la refractariedad auricular
(Gerlach, 2003; Islam, 2010).

Por otro lado, se ha demostrado que la FA cronica produce un aumento heterogéneo de la
inervacion simpatica cardiaca. Este aumento es mas marcado en la Al que en la AD (Gould y
cols., 2006), como confirman nuestros resultados electrofisiologicos y de expresion de
receptores Pi-adrenérgicos.

Este hecho se traduciria en un aumento heterogéneo de la estimulacién (-adrenérgica,
favoreciendo que algunas zonas de la auricula estuvieran sometidas a una mayor accioén

simpatica que otras. Como resultado, se generarian heterogeneidades en la repolarizacion que
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favorecerian la conduccion fibrilatoria y la estabilidad de los rotores que mantienen la FA.
Por ultimo, el aumento de receptores Pj-adrenérgicos producido por la FA crénica
probablemente potencia todos los efectos deletéreos mediados por la activacion de los
mismos, como el estrés oxidativo, la fibrosis y la muerte celular por necrosis y apoptosis, lo
que puede contribuir al remodelado estructural de las auriculas, aumentando el sustrato para el
mantenimiento de la FA (Workman, 2010; Xiang, 2011; Feldman y cols., 2005). Ademas, la
regulacion al alza de receptores Bj-adrenérgicos inducida por la FA crénica alterara la [Ca®'];
y su manejo, con los consiguientes efectos proarritmicos (promueve la actividad ectopica
focal), pro-apoptoticos y pro-necréticos, favoreciendo el remodelado auricular y el

mantenimiento de la FA.

7. Limitaciones del estudio

Todas las muestras utilizadas en este estudio provenian de la orejuela auricular, tejido que
podria no ser representativo del resto de la auricula. Ademads, debido a la limitada
disponibilidad de muestras de OAI, los efectos del ISO sobre el PA so6lo pudieron estudiarse
en células de la OAD. Sin embargo, ya que la FA crénica aumenta la densidad de la Igs de
forma similar en ambas auriculas y que el ISO aumenta de forma mas marcada la I en la Al
que en la AD, parece razonable asumir que el ISO también producira un acortamiento de la
DPA en la AL

La presencia de enfermedades cardiovasculares concomitantes, el género de los pacientes
y el tratamiento con determinados farmacos pueden modificar el proceso de remodelado
i6nico (Michael y cols., 2009; Schotten y cols., 2011). Por ello, en el momento de recogida de
las muestras, también se tuvo en cuenta la historia clinica de los pacientes, que incluia sus
datos electrocardiograficos, la presencia de FA y su duracion, el tratamiento farmacolédgico y
el grado de insuficiencia cardiaca segln la clasificaciéon de la NYHA. La distribuciéon de los
pacientes con valvulopatias y valvulopatias combinadas con isquemia cardiaca, principales
patologias que pueden afectar al remodelado, no presentaba diferencias significativas entre el
grupo de RS y FA croénica, asi como tampoco habia diferencias en el nimero de pacientes con
insuficiencia cardiaca en ambos grupos y la clase funcional que presentaban. La tnica
diferencia significativa entre los dos grupos se encontraba en el didmetro de la Al, que como
es caracteristico en esta patologia, era mayor en pacientes con FA crdénica

También se ha descrito que la insuficiencia cardiaca y el tratamiento con (-bloqueantes
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pueden modificar la expresion de receptores P-adrenérgicos. Tampoco habia diferencias
significativas en el nimero de pacientes en tratamiento con -bloqueantes en cada grupo.

No obstante, para determinar si alguna de las caracteristicas clinicas o tratamientos de los
pacientes afectaba de forma significativa al efecto del ISO sobre la Iy, la Igxs y la Ik, se
realizd un analisis de regresion lineal multiple considerando la edad, el género, la
presencia/ausencia de FA cronica, la fraccion de eyeccion, la insuficiencia cardiaca (clase
funcional II1 y IV), el tratamiento con B-bloqueantes y con IECAs. Se confirm6 mediante este
analisis que el unico parametro que afectaba de forma significativa al efecto del ISO sobre
dichas corrientes era la presencia de FA crénica.

Todos los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente, los PAs fueron
registrados en miocitos aislados y los receptores fj-adrenérgicos fueron estimulados mediante
una catecolamina sintética. Por lo tanto, nuestros resultados pueden requerir confirmacién en

condiciones que se aproximen mas a las fisiologicas.
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Conclusiones

De los resultados presentados en esta TESIS DOCTORAL se pueden extraer las
siguientes CONCLUSIONES:

1. En condiciones fisiologicas se pueden diferenciar tres tipos de miocitos auriculares
humanos en funcion de su tamafio y de las corrientes de K* que participan en la repolarizacion
durante la fase de meseta de los PAs. Estos tres tipos de células aparecen en un porcentaje

idéntico en ambas auriculas.

2. La FA cronica modifica la distribucion de los tres tipos celulares, disminuyendo en ambas
auriculas por igual el porcentaje de células cuya principal corriente repolarizante durante la
fase de meseta es la ly;. Esta disminucion se compensa, en la AD, con un aumento del
porcentaje de células cuya principal corriente repolarizante durante la fase de meseta es la lxyr
y en la Al, con un aumento de aquéllas que presentan tanto li,; como Ik, durante la fase de

meseta.

3. En condiciones fisioldgicas la densidad de la Ik, €s mayor en las células de la AD que en
las de la Al, es decir, existe un gradiente AD-AIl de densidad de la Ik, Dicho gradiente se
anula en las auriculas de los pacientes con FA crénica, puesto que en ellos, aunque disminuye
la densidad de la I, en ambas auriculas, esta disminucion significativamente mayor en la AD

que en la Al.

4. En condiciones fisiologicas, la densidad de la l,; es idéntica en las células de ambas
auriculas. En los miocitos de pacientes con FA crénica, la densidad de la l,; disminuye
marcadamente, siendo esta disminucién mayor en la Al que en la AD, lo que genera un
gradiente Al-AD de densidad de la li;. Por tanto, la FA cronica aumenta las diferencias
electrofisiologicas entre las celulas de ambas auriculas, favoreciendo la heterogeneidad

interauricular.

227



Conclusiones

5. Nuestros resultados demuestran, por primera vez, que la FA crénica produce un aumento
de la Ixs en ambas auriculas, que contribuye de forma critica al acortamiento de la DPA
observado en estos pacientes y, por tanto, al mantenimiento y a la recurrencia de la actividad

fibrilatoria.

6. La FA crdnica aumenta la expresion de receptores B;-adrenérgicos en ambas auriculas,
siendo este aumento mayor en la Al que en la AD. Como consecuencia, la inhibicién de la I,
y los aumentos de la lxs y de la Ica. producidos por la estimulacion de receptores fi-
adrenérgicos, son significativamente mas marcados en los miocitos de pacientes con FA
crénica que en los de RS. Este aumento es, a su vez, significativamente mayor en la Al que en
la AD.

7. El aumento de la Iks y el de la expresion de receptores B;-adrenérgicos producidos por la
FA cronica, provocan que el efecto de la estimulacién de receptores p;-adrenérgicos sobre la
DPA sea diferente; prolongandola en condiciones fisiologicas y abreviandola en los miocitos
de pacientes con FA cronica. Por tanto, nuestros resultados sugieren que la estimulacion de
receptores i-adrenérgicos contribuye al acortamiento del periodo refractario auricular y a la

perpetuacion de la FA.
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