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SUMMARY

INTRODUCTION AND OBJECTIVES

The outward inward rectifying K current (/x;) activates during phase 3 of the cardiac
action potential (AP). This current shapes the final phase of the AP and therefore controls the
AP duration (APD) and cardiac refractoriness. /x; is also the main responsible of maintaining
the membrane potential during phase 4 (i.e., resting potential) in cardiac cells. One of the
most distinctive features of the channels that generate Ix; is the “inward rectification”,
consisting in a large conductance when K enters the cell at potentials negative to the K"
reversal potential (Ex), but a small one when K" exits the cell at potentials positive to the Ex.
Inward rectification is due to the channel block by polyamine and Mg®" ions. Moreover,
phosphatidil-4,5-inophosphate (PIP;) is essential to increase the channel open probability. In
human myocardium it has been described the presence of 3 clones that generate /x;: Kir2.1,
2.2 and 2.3. Ik, density is 6-fold higher in ventricles than in atria, a difference that has been
attributed to the non-uniform expression of Kir2.x channels. It has been shown that the main
determinant of human /x; is the Kir2.1 protein. In fact, loss and gain-of-function mutations of
the gen that codifies this channel (i.e., KCNJ2), produce Andersen-Tawil syndrome and
Short-QT syndrome III, respectively.

Fibrillation, such as atrial (AF) or ventricular (VF), is a fast and turbulent cardiac
electrical activity that leads to the loss of contractile function in myocardium. Nowadays, both
represent a serious healthcare, being AF the most common arrhythmia. It is widely accepted
that these arrhythmias generate by the “re-entry” of a cardiac impulse forming rotors. It has
been shown that an increase in /x; amplitude leads to an increase in the rotor frequency and
stability. Furthermore, the increase in Kir2.1 channel expression observed in AF has been
identified as one the causes of the limited success of conventional AF treatment with class Ic
antiarrhythmic drugs (i.e., flecainide and propafenone). It has been proposed that the selective
inhibition of atrial /x; could be a safe and effective alternative for the AF pharmacologic
treatment. Nonetheless, nowadays the molecular determinants of the pharmacologic
modulation of /x; human channels remain unknown.

Therefore, the main objectives of this Doctoral Thesis were:

1. To analyse the effects of flecainide on the currents of heterologously expressed human

cloned Kir2.1, Kir2.2 and Kir2.3 channels and on human /k;.

2. To identify the probable binding sites of flecainde into the channels and describe the

mechanisms in which this interaction induces the effects described.

3. To analyse the effects of propafenone on the currents of heterologously expressed

human cloned Kir2.1, Kir2.2 and Kir2.3 channels and on human /x;.
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SUMMARY

4. To identify the probable binding sites of propafenone into the channels and describe

the mechanisms in which this interaction induces the effects described.

METHODS AND RESULTS

We first studied the effects of flecainide on the currents generated by Kir2.1, 2.2 and 2.3
human cardiac channels transiently transfected on Chinese hamster ovary (CHO) cells, by
using the whole-cell configuration of the patch-clamp technique.

Flecainide increased the current amplitude generated by homo-tetramers of Kir2.1
channels (/kin.1), an effect more marked at physiological potentials. This effect was not
present in currents generated by homo-tetrameric Kir2.2 or Kir2.3 channels, nor it was when
channels were formed by hetero-tetramers. In both, human and guinea-pig atrial myocytes, no
change in Ix; amplitude was observed when perfused with 1 uM flecainide. However, in
guinea-pig ventricular myocytes, where Kir2.1 channels contribution to /x; is higher, an
increase in /x; amplitude was observed when perfused with flecainide.

In single-channel patch-clamp experiments, 1 puM flecainide increased the open
frequency, the open probability and the mean open time significantly, an effect identical to
that produced by an increased PIP,-channel interaction. Flecainide did not modify the current
generated by the low PIP;-affinity mutant, Kir2.1L2221, proving that PIP; is needed for the
flecainide increasing effect.

Inside-out patch-clamp experiments demosntrated that flecainide produced a rightward
and downward shift of the concentration-effect curve for the spermine blockade, suggesting
that flecainide lowed the channel polyamine affinity by an allosteric modulation. Moreover,
flecainide was unable to increase the current generated Kir2.1 channels with mutations that
determine the polyamine binding.

To identify the flecainide binding site, a molecular model was built using the protein-
crystallized structures of the transmembrane and cytoplasmic domains described by X-ray
diffraction. Blind-docking experiments showed that the lowest energy binding site was
located at the PI-sheet region of the cytoplasmic domain. Manual docking experiments
identified the interaction of flecainide with Cys311. This interaction was corroborated with
site-directed mutation experiments.

Flecainide 1 uM also increased currents generated by WT and Andersen-Tawil syndrome-

related mutated channels upon 24 h incubation.
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A high dose of propafenone (50 uM) decreases significatively both outward and inward
currents generated by homo- and hetero-tetrameric Kir2.1, Kir2.2 and Kir2.3 channels.
Furthermore, it abolishes the inward rectification of the channels, and thus, current at
potentials positive to Ex was linear function of the voltage. After analysing the effect of
propafenone on human atrial /x;, we demonstrated that the blockade potency order was
Kir2.3=/k;>Kir2.2>Kir2.1. However, propafenone inhibition of the currents generated by
mutants Kir2.1L.222] (a mutant with low PIP; affinity) and Kir2.31314L (a mutant with high
PIP; affinity) was no different to that of the WT channels.

The analysis of Kir2.1 unitary currents by single channel patch-clamp showed only two
peaks on the amplitude histogram on control conditions, corresponding to the open and closed
state, whereas in presence of propafenone, three additional open sub-states were observed.

Inside-out patch-clamp experiments demonstrated that after application of propafenone at
the internal side of the membrane, steady-state block was reached with a slow onset block
time course, similar to that observed when the drug was perfused extracellularly under whole-
cell configuration, suggesting that ki inhibition was not due to Kir2.1 pore block.
Moreover, in the presence of propafenone, the time required for the current to decrease by
50% of neomycin-induced rundown was significantly reduced, suggesting that propafenone
weakens channel-PIP; interaction. In another experiment set, we inhibited the entire current
with neomycin, adding after, increasing concentrations of PIP, to recover the initial current
amplitude. In presence of propafenone, the agonist effect of PIP,, was significatively lower,
proving that the drug decreases the channel sensitivity to PIP,. It has been shown that mutant
channels that exhibit low polyamines affinity also exhibit low PIP, affinity. Our results
demonstrated that in nearly all of these mutants propafenone-induced block was significantly
greater than in Kir2.1 WT channels, showing that polyamines could be acting as cofactors
with PIP;.

Blind docking and site-directed mutagenesis experiments demonstrated that propafenone
bound Kir2.x channels at the cytoplasmic domain, close to, but not in the pore itself, the
binding site involving two conserved Arg residues (residues 228 and 260 in Kir2.1). Our
results suggested that propafenone incorporated into the cytoplasmic domain of the channel in
such a way that it decreased the net negative charge sensed by K+ ions and polyamines
which, in turn, promotes the appearance of subconductance levels and the decrease of PIP2

affinity of the channels.
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CONCLUSIONS

In this Doctoral Thesis we have demonstrated that flecainide increases ki1 with two
simultaneous mechanisms: a) by stimulating PIP, interaction with the channel and b) by
decreasing the polyamine affinity of the channel, decreasing also the inward rectification.
These effects are achieved allosterically as a consequence of the drug binding to Cys311,
located in the cytoplasmic domain of Kir2.1 channels that is not present in Kir2.2 or Kir2.3,
which justifies the effect selectivity

Besides, propafenone inhibits the current generated by all three human cardiac Kir2
isoforms by a novel mechanism and, to our knowledge, never described before for any other
drug. This mechanism consists in the allosteric binding of propafenone to the cytoplasmic
domain, decreasing the total negative charge that K™ ions and polyamines perceive, which in
turn, promotes the appearance of open channel sub-states and a decrease the channel affinity

to PIP2
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La corriente de salida de K* con rectificacion interna (/x;) es una corriente que se
activa durante la fase 3 del potencial de accion (PA) generado en células cardiacas. Esta
corriente determina la fase final de la repolarizacion y participa, por tanto, en el control
de la duracion de los PAs (DPA) y del periodo refractario cardiaco. La /x; es, ademas,
la principal responsable del mantenimiento del potencial de membrana durante la fase 4
o de reposo de dichas células cardiacas. Una propiedad muy caracteristica de los canales
que generan la Ik, es la “rectificacion interna” que consiste en que los canales presentan
mayor conductancia cuando el K* entra en la célula a potenciales de membrana mas
negativos que el potencial de equilibrio del K™ (Ex) que cuando éste sale de la célula a
potenciales mas positivos del Ex. La rectificacion interna se debe al bloqueo del canal
por parte de las poliaminas y del Mg”". Por otra parte, el fosfatidil-4,5-inofosfato (PIP,)
es indispensable para aumentar la probabilidad de apertura del canal. En el miocardio
humano se ha descrito la presencia de 3 tipos de canales que generan esta corriente:
Kir2.1, 2.2 y 2.3. La densidad de la /x; es 6 veces mayor en tejido ventricular que en
auricular diferencia que se atribuye a la expresion no uniforme de los clones de los
canales que generan los canales Kir2.x. Se ha observado que la principal determinante
de la Ix; humana es la proteina Kir2.1. De hecho mutaciones tanto de pérdida como de
ganacia de funcion del gen que lo codifica (KCNJ2) producen el sindrome de Andersen-
Tawil y el sindrome del QT corto tipo 3, respectivamente.

La fibrilacion, tanto auricular (FA) como ventricular (FV), es una a la actividad
eléctrica rapida y turbulenta que da lugar a la perdida de funcion contractil por parte del
miocardio. En la actualidad ambas representan un importante problema sanitario, siendo
la FA la arritmia con mayor prevalencia. Estd ampliamente aceptado que estas arritmias
se generan por la “reentrada” de impulso cardiaco en forma de rotores. Se ha descrito
que el aumento en la amplitud de /x; provoca un aumento en la frecuencia y la
estabilidad de estos rotores. Ademads, el aumento en la expresion de los canales Kir2.1
observado en FA se ha se ha identificado como una de las causas del limitado éxito de
la terapéutica convencional de la FA con farmacos antiarritmicos tipo Ic (flecainida y
propafenona). Se ha propuesto que la inhibicion selectiva de la Ix; auricular podria ser
una alternativa eficaz y segura para el tratamiento farmacoldgico de la FA. Sin
embargo, hoy en dia se desconocen los determinantes moleculares de la modulacion

farmacologica de los canales que generan la /x; humana.
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Por lo tanto, los objetivos de la presente Tesis Doctoral fueron:

1. Analizar los efectos de la flecainida sobre la sobre las corrientes generadas por los
canales Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3 humanos registrados en sistemas de expresion
heterdlogos y sobre la /k; auricular humana.

2. Identificar el/los sitios de union de la flecainida al canal y describir el mecanismo
mediante el cual dicha union provoca los efectos observados.

3. Analizar los efectos de la propafenona sobre las corrientes generadas por los
canales Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3 humanos registrados en un sistemas de expresion
heterdlogos y sobre la /k; auricular humana.

4. Identificar el/los sitios de union de la propafenona al canal y describir el

mecanismo mediante el cuales dicha union provoca los efectos observados.

METODOS Y RESULTADOS

Estudiamos primero los efectos de la flecainida sobre la corriente generada por los
canales cardiacos humanos de la familia Kir2.x transfectados transitoriamente en células
CHO mediante la técnica de patch-clamp en configuracion de célula entera.

La flecainida aumentaba la corriente generada por homotetrameros de subunidades
Kir2.1 (/kin.1), efecto que es mas acusado a potenciales fisiologicos. Este efecto no se
observo en corrientes generadas por canales homotetraméricos de Kir2.2, Kir2.3, ni
cuando los canales estaban formados por heterotetrameros. En miocitos auriculares
humanos y de cobayo, no se observaron cambios en la amplitud de Ik, al perfundir con
flecainida 1 uM. Sin embargo en los miocitos ventriculares de cobayo, donde la
contribucion de Kir2.1 a la Ix; es mayor, si se observo un aumento de la amplitud de /k;
en presencia de flecainida.

En experimentos de registro de corrientes generadas por un solo canal (single
channel), se observo que en presencia de 1 uM de flecainida la frecuencia de apertura,
la probabilidad de apertura y el tiempo de permanencia en estado abierto del canal
aumentaron significativamente, efecto idéntico al producido por un aumento en la
interaccion del PIP, al canal. La flecainida no modificé la corriente generada por el
mutante de menor afinidad por el PIP,, Kir2.1L2221, demostrando que el PIP, es

necesario para producir el aumento de corriente inducido por flecainida.
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Mediante experimentos de parche escindido (inside-out) demostramos que la
flecainida desplaza hacia la derecha y hacia abajo la curva concentracion-efecto del
bloqueo producido por espermina, lo que sugieria que la flecainida disminuia la afinidad
del canal por las poliaminas mediante una modulacion alostérica. Ademas, la flecainida
no era capaz de aumentar la corriente generada por canales Kir2.1 con mutaciones
dirigidas en los residuos que determinan la union de las poliaminas.

Para identificar el sitio receptor de la flecainida se construyd un modelo molecular
de la estructura del canal utilizando las estructuras descritas mediante difraccion de
rayos X de las proteinas cristalizadas de los dominios transmembrana y citoplasmaticos.
Los experimentos de docking ciego demostraron que el sitio de union de mas baja
energia correspondia a la region de la hoja I del dominio citoplasmatico. Mediante
experimentos de docking manual se identifico la interaccion de la flecainida con la
Cys311. Esta interacciéon fue corroborada mediante experimentos de mutagénesis
dirigida.

La flecainida 1 uM también aumenta la corriente generada por canales Kir2.1 wild-
type (WT) y con mutaciones que generan sindrome de Andersen-Tawil, tras la
incubacion durante 24 h.

La propafenona a dosis altas (50 uM) disminuye significativamente las corrientes,
tanto de entrada como de salida, generadas por canales homotetraméricos y
heterotatraméricos de Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3. Ademas, abole la rectificacion interna del
canal, por lo que la corriente a potenciales positivos del Ex es una funcion lineal del
voltaje. Tras analizar el efecto producido en la /x; de miocitos auriculares humanos, se
demostr6 que el orden de potencia de bloqueo era la siguiente
Kir2.3=1Ix;>Kir2.2>Kir2.1. Sin embargo, el bloqueo por propafenona de las corrientes
de los mutantes Kir2.1L222] (un mutante con baja afinidad por el PIP;) como
Kir2.31213L (un mutante con alta afinidad por el PIP;) no era distinto al de los canales
WT.

Al analizar las corrientes unitarias de Kir2.1 mediante single channel se observaron
solo 2 picos en el histograma de amplitudes en condiciones control, que corresponden a
los estados abierto y cerrado del canal, mientras que en presencia de propafenona se
observaron 3 sub-estados abiertos adicionales.

Los experimentos de inside-out de Kir2.1 demostraron que tras la perfusion de
propafenona en el lado interno de la membrana, el estado estacionario del bloqueo se

alcanzaba con un curso temporal de bloqueo lento, similar al observado al perfundir el
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farmaco extracelularmente en configuracion de célula entera, lo que confirma que la
propafenona no bloquea el canal al nivel del poro. Ademas, en presencia de
propafenona, el tiempo necesario para alcanzar un 50% de reduccion de corriente
inducido por neomicina, se redujo significativamente, lo que sugiere que el farmaco
debilita la interaccion canal-PIP,. En otro grupo de experimentos, inhibimos toda la
corriente de los parches con neomicina, y posteriormente perfundimos con
concentraciones crecientes de PIP,, para poder recuperar la amplitud de corriente
inicial. En presencia de propafenona, el efecto agonista del PIP,, era significativamente
menor, demostrando que éste fArmaco disminuye la sensibilidad del canal al PIP,. Esta
demostrado que los mutantes de Kir2.1 con baja afinidad por poliaminas también
muestran baja afinidad por PIP,. Nuestros resultados demuestran que en casi todos estos
mutantes, el bloqueo inducido por propafenona era significativamente mayor que en
canales Kir2.1 WT, demostrando que las poliaminas podrian estar actuando como
cofactores del PIP.

Los experimentos de docking ciego y mutagénesis dirigida demostraron que la
propafenona se une a los canales Kir2.x en el dominio citoplasmatico, cerca pero no
dentro del poro, en un sitio de union en el que estan implicadas dos Arg conservadas

(R228 y R260 en Kir2.1).

CONCLUSIONES

En la presente Tesis Doctoral hemos demostrado que la flecainida aumenta /kir
por dos mecanismos simultaneos: a) favoreciendo la interaccion del PIP2 con el canal y
b) disminuyendo la afinidad de las poliaminas por el mismo lo que disminuye la
rectificacion interna de la corriente. Estos efectos son producidos alostéricamente como
consecuencia de la union a la Cys311 localizada en el dominio citoplasmatico de los
canales Kir2.1 que no esta presente en los canales Kir2.2 y Kir2.3 lo que justifica la
selectividad de su efecto.

Por otra parte, la propafenona inhibe la corriente generada por las tres isoformas de
Kir2 humanas cardiacas mediante un novedoso mecanismo que no ha sido descrito
antes para ningin otro farmaco. Este mecanismo consiste en la union alostérica de la
propafenona al dominio citoplasmatico, que disminuye la carga negativa total que
perciben los iones K y las poliaminas, lo que promueve la aparicion de subniveles de

conductancia y disminuye la afinidad del canal por el PIP,.
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4-AP: 4-Aminopiridina

ACh: Acetilcolina

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADP: Adenosin difosfato

AKAP: Proteina de anclaje para la PKA

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

AsODN: Oligonucleétidos antisentido (Antisense
oligonucleotides)

ATP: Adenosin trifosfato

AV: Auriculo-ventricular
[Ca*"].;: Concentracion extra/intracelular de Ca®"

CaM: Calmodulina

CaMKII: Proteina quinasa IT dependiente de Ca*'/CaM

CCh: Carbacol

CEsp: Concentracion que produce la mitad del efecto
maximo observado

CHO: C¢élulas de ovario de hamster chino
(Chinese Hamster Ovary cells)

Ch: Capacitancia de la membrana celular

Cmax: Concentracion maxima que alcanza un farmaco

en una zona de prueba tras su administracion

C-terminal: Carboxilo-terminal

CTX: Caribdotoxina

CYP2D6: Citocromo P450

D: Dominio

DEANO: 2-(N,N-Dietilamino)-diazenolato

DHP: 1,4-Dihidropiridinas

DIA: Dominio de interaccion a 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

ECG: Electrocardiograma

Ex: Potencial de Nernst para el K

E,: Potencial de membrana

Ena: Potencial de Nernst para el Na”

ETa: Receptor de endotelina-1

F: Constante de Faraday (9.65x10* C/mol)

fo: Frecuencia de apertura del canal

FA: Fibrilacion auricular

FV: Fibrilacion ventricular
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current)
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Ix ate: Corriente de K' sensible a ATP
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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 ritmica del miocardio. En el corazén ademas del tejido muscular auricular y el
ventricular, de los que depende su capacidad contractil encontramos las fibras del tejido
especializado de conduccion, encargadas de la transmisién de los impulsos a través del

corazon.

Nodo SA

Auricula

Nodo AV |

Fibras de [
Purkinje

Endocardio

Miocardio
medio
Septo
Epicardio
VD Vi
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A
| | I
: P T
; | | al
]
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Figura 1. Representacion esquematica de la actividad eléctrica en el miocardio. Seobservan los potenciales
de accion registrados en diversas zonas del tejido cardiaco y su correlaciéon con el electrocardiograma de
superficie [Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005]

En conditones fisiolégicas, 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
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
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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 transicién 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 masculos papilares y, de ahi, al resto de los ventriculos.
La rapida velocidad de conduccién intraventricular (0.3-4 m/s) tiene como mision 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 citoplasmica 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 estdn méas
concentradas hacia el medio en el que lo estdn 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 cuantificoO esta energia como

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

donde AG es la energia de Gibbs liberada en el proceso de difuRiGes h constante
universal de los gases (8.31 J/mol-K)es la temperatura absolutaiyr. e [ion]; son las
conceantraciones extra e intracelulares del ion que difunde.

Asi, si la membrana es Unicamenente permeable’,aédte difundira desde el interior
(donde etd mas concentrado) hacia el exterior de la célula (donde estd menos concentrado),
por lo que el interior se tornara mas negativo, con lo que volvera a atraer iohasi& el

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

dondeE es el potencial transmembrana&sla valencia del ion en cuestiorFies la constante
de Faraday (9.65x2@/mol). Con la salida progresiva dé de la célula, llega un punto en el
que elgradiente eléctrico se iguala al gradiente quimico (de concentracidon) que causa la

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

Reodenando los términos de la igualdad, se obtiene la “ecuacion de Nernst” (Nernst,
1888):

(4) E = (R-T/z'F)-In([ion] [ion];)

El potencialal queel 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 [Ion]. (mM) [Ion]; (mM) Potencial de equilibrio
Na’ 135-145 12 +67
K* 3.5-5 155 -96
Cr 123 42 -90
ca” 1.5 10* +129

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

La diferencia de potencial que existe a ambos lados de la membrana se denomina
potencial de membran#{) y viene determinada por la concentracion de iones a uno y a otro
lado dela 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 &h, de aproximadamente -85 mV, mientras que en las células de los
nodos SAy AV el En, es de entre -45 y -65 mV. En las células auriculares y ventriculares el
valor de E,, se mantiene constante si la célula no se estimula. A esta diferencia de potencial
se le denomina potencial de reposo (PR) y estd 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
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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
corazén. El control del intercambio ionico resulta ademas 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 permeablesbEideberia alcanzar
un valorsimilar al del potencial de equilibrio para €l ). Sin embargo, el valor dé}, es
menosnegativo que el defk debido a que la membrana es ademas permeable a otros iones.
Cuando unamembrana es permeable a varios ioneskngeldepende de tres factores: la
polaridad de la carga eléctrica de cada ion, la permeabilidad de la memBgaha €ada ion
y la concentracion de estos iones a ambos lados de la membrana. Por tanto, la ecuacién que
define elE, en las células permeables al'Nal CI y al K*, denominada “ecuacion de campo
constar” o “ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz” (Goldman, 1943; Hodgkin y Katz, 1949),

es.

s L {RT},{([ K P {Na'] Py, +[C). Py)

Fz (I inPK +[Na+]iPNa +HCI'], Fy)

donde Pk, Py, Y Pc; representan la permeabilidad de la membrana“alakKN& y al CI,

respetivamente.
1.1.1. Transporte de iones a traves de la membrana celular

En condiciones de reposo, el Ng el C&" estdn mas concentrados en el medio
extracelular, mientras que el los aniones organicos son los que predominan en el medio
intracelular. El transporte de iones a través de la membrana se produce a favor de gradiente de
concentracién (sin gasto de energia) o en contra de gradiente (y, por lo tanto, con gasto
energeético) y requiere de sistemas especializados de transporte como los canales i6nicos o las
proteinas transportadoras.

Los canales iGnicos son proteinas transmembrana (TM) cuyas principales funciones son:

» 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 (hasfaidfes/s) y generando una corriente iénica.

» Discriminar los iones que pasan a su traves, gracias a un filtro de selectividad. El

mecanismo de selectividad se basa tanto en el tamafio del ion en su forma hidratada como en
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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.

» Controlar la permeabilidad de la membrana a cada ion mediante la transicién entre los
diferentes estados del canal (abierto-conductor y cerrado e inactivo-no conductor). Los
cambios conformacionales de la proteina entre los distintos estados (“gating” del canal) se
producen de forma muy rapida (<1&). Segun el estimulo que origine estos cambios
conformacionales, los canales se clasifican en canales dependientes de voltaje (dependen del
En), canales activados por ligando (el proceso de apertura y cierre depende de la union de
moduladoes externos como hormonas o0 neurotransmisores) y canales operados por segundos
mensajeros (elating esta regulado por factores intracelulares como &l €aubunidades de
proteind G). En el caso de los canales dependientes de voltaje, la proteina presenta una serie
de aminoéacidos que se encuentran cargados a pH fisiolégico 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 corrientegadzg (Armstrong y Bezanilla, 1973;
Armstrong, 1974) y cuya magnitud es muy pequefia, ya que en este proceso se produce un
desplazamiento de carga equivalente al movimiento linealldel3 electrones (Schoppa y

cols., 1992; Hirschberg y cols., 1995).

Las proteinas transportadoras facilitan el movimiento de pequefias moléculas a través de
la membrana. Estas proteinas so6lo 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* moléculas/s). Dentro de este grupo se encuentran
protehas como las bombas iénicas o los cotransportadores:

* Las bombas i6nicas 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.

» Los cotransportadores o intercambiadores, al igual que las bombas i6nicas, trasladan
moléculas en contra de su gradiente de concentracion, aunque en este caso la energia que
alimenta el proceso procede de la difusion de otras moléculas, normalmente iorgisidéa

iones Ni" se mueven en la misma direccion que la molécula transportada se habla de un
cotrangortador, mientras que si se mueven en direccion contraria se habla de un
intercambiador. Posteriormente, las ATPasas se encargan de restaurar el gradienteate Na

estemotivo, a este proceso se le denomina “transporte activo secundario”.
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1.1.2. El Potencial de accién

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 contractil. Por el contrario, cuando no se alcanza el potencial umbral, sélo
se genera una respuesta local que no se propaga a las células colindantes: es un estimulo “todo
o nada”. EI 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 més 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 conduccién (m/s) 0.5-4 0.01-0.1

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

Velocidad maxima de despolarizacipn 200-1000 2-15

(mV/s)

Factor de seguridad Alto Bajo

Se abole por TTX, anestésicos locales| Verapamilo, diltiazem, DHP,
antiarritmicos grupo | Ni?*, C*, Mn?*, La®*

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

En elcorazén se registran PA de diversos tipos (Figura 1). En las células auriculares y
ventriculares y en las células del sistema de His-Purkinje la despolarizacion es debida a la
rapida entrada de iones de ‘Nanientras que en las células de los nodos SA y AV la
despolaizacién es debida a la lenta entrada de iones dé Ear lo tanto, en el corazén
exisen células que generan PA rapidos o “dependientes HeyNatlulas que generan PA
lentoso “dependientes de €4 (Tabla 2) (Coraboeuf y Otsuka, 1956; Beeler y Reuter, 1977;
Carmdiet y Vereecke, 1979).

1.1.2.a. PA rapidos o dependientes dé Na

Los PA rapidos o dependientes de ‘Nresentan 5 fases (Figura 2) (Hoffman y
Crandield, 1960; Nattel, 2002; Delp6n y Tamargo, 2010).
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Figura 2. PA auricular rapido o “dependiente de Na™. Representacién esquematica de las distintas fases del
PA, donde se representan las diversas corrientes idnicas de entrada y de salida implicadas en el mismo.

La fase O de rapida despolarizacion de las células miocardicas se debe a la apertura de los
canales de Nadependientes de voltaje y, por lo tanto, a la activacion de la corriente rapida de
entradade Nd (Ina), que desplaza el potencial de membrana desde sus valores en reposo (PR
=-85 mV) hasta valores positivos€30 mV). La activacion de |&. es un proceso muy
rapido 0.5-2 ms) y su inactivacion sigue una cinética biexponencial, con un componente
lento (na) que se prolonga durante varios cientos de ms y que contribuye al mantenimiento
de lafase 2 del PA. La magnitud de lg, determina la amplitud, la velocidad maxima de
despolaizacién del PA 'y, por lo tanto, la velocidad de conduccion intracardiaca (Hondeghem,
1978; Walton y Fozzard, 1979; Hille, 2001). A continuacion, comienza la repolarizacion
celular, en la que se distinguen 3 fases.

La fase 1 de rapida repolarizacién es consecuencia de la inactivaciorgépkso del
canala una conformacion no conductora) y de la activacion de dos corrientes de salida de K
dependierds de voltaje: a) la corriente transitorig;), que se activa e inactiva rapidamente y
que jue@ un papel fundamental en el control de la duracion del PA (DPA) sobre todo a nivel
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 rapida activacion y lenta inactivacidr,), que es especificamente auricular
(Fediday cols., 1993; Snyders y cols., 1993; Wang y cols., 1993a).

La fase 2 (o fase de meseta) representa el delicado equilibrio entre dos corrientes de
entrada, lana (Rudy, 1978; Saikawa y Carmeliet, 1982; Clarkson y cols., 1984; Gintant y
cols., 1984;Patlak y Ortiz, 1985) y la corriente de entrada d& @po L (Icay) (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 lent&u{ I«r € Iks, respectivamente)
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(Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990 y 1991; Wang y cols., 1993a y 1994).

Durante la fase 3, la inactivacién de las corrientes de entrada provoca el predominio de las
corrientes repolarizantes de” Kactivadas durante la fase 2 y, como consecuencia;, el
alcana de nuevo el valor del PR. Ademas, durante esta fase se produce la salida de K
travésde canales que presentan rectificacion intefing, lo que acelera la fase final de la
repolaizacion (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 (muscarinigoyMe adenosina A ambos acoplados a proteinas
G) activando otra corriente que presenta rectificacion interna, la corriente atgiwada por
ACh (Ik ach) (Sakmann y cols., 1983). La activacion dddach en las células auriculares
hiperpolaiza el E, y acorta marcadamente la DPA (Shen y Kurachi, 1995; Pelleg y
Beladinelli, 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 tantB;, sk mantiene constante durante el
periodo omprendido entre el final de un PA y el comienzo del siguiente. EI mantenimiento
del £, en niveles constantes durante la fase 4 se debe principalmenig; dCQarmeliet,

1993; Lopdin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010), aunque también participan la
activacion de la ATPasa dependiente dé WK" y el intercambiador N&C&* (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.
Dentro del tejido auricular y ventricular se han identificado diferencias en la morfologia y en
la duracién de los PAs (Figuras 1 y 3), lo que ha sido atribuido a la diferencia de densidad y
del tipo de canal i6nico expresado.

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 duracién (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 dé ikplicadas en la repolarizacion. (Figura 4) (Wang y cols.,
1993a, Calléero y cols., 2010).
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Auricula Ventriculo
1 2

Figura 3. Representacion esquematica de PA auriculares y ventriculares con las respectivas corrientes iénicas
que determinan su morfologi@daptada de Roberts, 2006]

20 mv

Lﬁﬂms

' —0mV

TIPO 3

TIPO 1

Figura 4. Caracterizacion de tres tipos de PA registrados en miocitos auriculares hufddneguda de Wang
y cols., 1993].
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1.1.2.b. PA lentos o dependientes dé'Ca

Los PAdependientes de &ase generan en las células de los nodos SA y AV, cuyo PR es
de= -55 nV) (Figura 5). A este potencial, Iq, esta totalmente inactivada, por lo que la fase
0 de los A en estas células se debe a la entrada tiea@eavés de los canales deQipo L.
Tambié se generan PA dependientes dé*@a 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,
donce se representan las diversas corrientes iénicas de enrada y de salida implicadas en el mismo.

La ectivacion de lalca . es mucho mas lenta que la dédg porlo que la amplitud de los
PA depadientes de G4 es menor%70-80 m\} y su propagacién mucho mas lenta (0,02-
0,05 m/s), lo que explica su denominaciéon de PA lentos (Isenberg y Klockner, 1982; Noble,
1984). La fase 2 (de meseta) se debe a un equilibrio entre la inactivaciorcde yala
activacion de lalk, y la fase 3 (de rapida repolarizacion) se debe a la activacion de las

corrientes de K rectificadoras tardias.

1.2. Automatismo

Aunque todogos miocitos cardiacos son excitables y responden a los estimulos eléctricos
generando PA, algunos, ademas, presentan actividad automatica intrinseca, es decir, son
capaces de generar PA de forma espontanea. En condiciones fisiologicas, 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

12
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estas estructuras presentan una fase 4 de lenta despolarizacion diastolica que desplaza el nivel
del Er, 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 diastodlica (Figura 5).

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

El mecanismo responsable de la fase 4 de lenta despolarizacion diastolica 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 marcap#sos @ilrrent”

(Iy), una corriente de entrada de*Na K" generada a través de canales activados por la
hiperpobrizacion y regulados por nucleotidos ciclicos (canales H@Nerpolarization-
activated cyclic nucleotide-gated), y a la reduccion de | previamente activada durante la
fase3 del PA. Lal; se activa durante la fase 3 cuand@gke 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 fjeléacorriente de entrada de’Ca
travésde los canales tipo Td, 1), 10 que acelera la fase final de la despolarizacién diastolica
(Irisawa y Hagiwara, 1988). Finalmente, cuando se alcanza el potencial umbral, se activa la

Ica, 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 ®laperiodo refractario viene
deteminado por la cinética de reactivacion deljla Los canales de Ngermanecen en
estadode reposo durante la diastole (fase 4), se abren durante la fase 0 del PA vy, a

continuacion, pasan a un estado inactivo no conductor en el que permanecen hasta que la
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repolarizacion alcanza valores mas negativos de -50 mV. Dado que el estado inactivo no
permite la entrada de Nda aplicacion de un estimulo durante las fases 1 y 2 y el comienzo
de lafase 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 dl, se repolariza entre -50 y -90 mV, cierta proporcion de los
canals de Na pasan del estado inactivo al estado de reposo Yy, por lo tanto, la aplicacién de
un estimulo eléctrico es capaz de generar una respuesta. Esta respuesta tendra menor amplitud
y se conducird 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, [, 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 duracién del periodo refractario cardiaco determina la maxima
frecuencia de estimulacidn cardiaca y varia con la DPA. Las células auriculares presentan una
menor duracion del PA y del periodo refractario que las ventricula£30 (ms en las
primeras frente a 10s300 ms de las segundas), lo que explica por qué la frecuencia de las
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 relajaciéon 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/gg Jaorriente que
pres@éta 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 fenbmeno se le denomina

“refractariedad posrepolarizacioTrautwein y Uchizono, 1963).
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1.4. Propagacion del impulso cardiaco

La propagacion del impuso cardiaco es un fendmeno complejo que depende no sdlo 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 idnicos 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

estda acumulando carga segun la ecuacion:
(6) Q = Em : Cm

dondeQ es la carga acumuladaGy, la capacitancia de la membrana, que depende de las
propiedads dieléctricas de la bicapa lipidica y de la geometria de la membran@, La
impone unretraso en la variacion del voltaje y en la propagacion del estimulo, ya que
cualquier variacion en él,, debe vencer primero la carga acumulada en la membrana.

Los miocitos cardiacos estan 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 resisten@art-3
unas 700 vees menor que la de la resistencia externa de la membrana), a las que se denomina
“uniones estrechas’gép junctions). En condiciones fisioldgicas, 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.
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Figura 6. Representacion esquematica de la propagacion del impulso cardiaco

El impulso cardiaco se genera en el nodo SA y se propaga de forma electroténica a las
célules excitables vecinas, desplazando su nivelEgehasta el nivel de potencial de
membraa de la célula vecina ya excitada. Cuando esto sucede, se genera un nuevo PA, que a
su vez despolarizara electroténicamente 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 amplituid£tpuka
genea el PA, mayor sera 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 [quedte parcialmente
inhibida, en aquellas células que generen PA dependientes?deocQaas la estimulacion
premdura, el factor de seguridad de propagacion del impulso sera menor (Delpén y
Tamargo, 2010). El bloqueo de la conduccion en cualquiera de estas situaciones propicia la
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 traves 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 mas 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
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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 duracion 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 cnales de Na dependientes de voltaje son fundamentales en la génesis y
propagamn 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 diastole, 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 d€.Nw continuacién, el canal se inactiva rapidamente, lo
que produceleese de la entrada de N&atterall, 2000; Yu y Catterall, 2003). El paso desde
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 situacién fisiolégica, esta
transicion tiene lugar durante los primeros 50-100 ms de la diastole por lo que, considerando
que en ritmo sinusal (RS) el intervalo diastolico es de entre 500 y 700 ms, cuando llega el
siguiente latido la mayoria de los canales ya estan 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 farmacos antiarritmicos del
grupo lque, 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 dé Na

Los anales de Na dependientes de voltaje estdn compuestos por una subunidad

conductorao (de la que se han caracterizado 12 isoformas) y unaiasvsubunidades
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accesoria$ (B1 aps) (Figura 7 y Tabla 3) (Catterall, 2000; Goldin, 2002; Catterall y cols.,
2005a; Geaye, 2005; Abriel, 2010).

Subunidad a Subunidad p

Gen Proteina Cromosoma Tejido Gen Proteina Cromosoma Tejido
SCN1A Navl.1* @,) 2924 SNC SCN1B N@i.1*(B,) 19911 SNC
SCN2A Navl.2 ¢,) 2923 SNC SCN2B N#2.1* (B,) 11924 SNC
SCN3A Navl.3* (i) 2924 SNC SCN3B  N@3.1* (B3) 11926 SNC
SCN4A Navl.4* @,) 17921 ME SCN4B N&4.1 (Bg) 11924 SNC
SCN5A Navl.5% () 3p21 MC
SCN6A  Nav2.1*§s)  2q21-23 Utero
SCN7A a7 2g36-37 SNC
SCNBA Navl.6* §g) 2q13 SNC
SCN9A Navl.7 2924 T
SCN10A Navl.8 3p22 SNP
SCN11A 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
corazén. MC: Musculo cardiaco. ME: Muisculo esquelético. SNC: Sistema nervioso central. SNP: Sistema
nervioso periférico. T: Tiroide$Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005]

¢ Subunidadx

Las sibunidadesx de los canales de Naertenecen a una pequefia familia de proteinas
con una scuencia aminoacidica altamente conservada que se expresan en diferentes tejidos y
que codifican canales cuyas propiedades no son idénticas (Goldin, 2002).

El gen SCN5A codifica la subunidaml Navl.5, responsable de Ig, cardiaca. Esta
subunidadesta formada por 4 dominios homdlogos (DI a DIV), con 6 segmentos TM
dispuestos em-hélice cada uno (S1 a S6). Los segmentos de cada doreirdongctan
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 unién entre los diferentes
dominios son intracelulares (Goldin, 2002; Yu y Catterall, 2003) (Figura 7A). En la mebrana

la proteina del canal de Narienta sus cuatro dominios de forma simétrica de manera que los

S5 y $ 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 7B).
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Figura 7. Estructura del canal de Na’. Esquema de las subunidades/ p del canal de Na (A) En la
subwidad o, se indica el sensor de voltaje, el filtro de selectividad y los diferentes dominios (DI a B)IV). (
Estructura del canal plegado en la conformacion que adopta en la menapaida de Amin y cols., 2010]

La mayor parte de los residuos que forman los S5 y S6 de los 4 dominios son hidrofobos.
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 aminoéacidos cargados
positivamente (cuatro cargas positivas en el DI, cinco en los DIl y DIl y ocho en el DIV) que
aparecen conservados en todas las isoformas del canal gegha actian 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 DI, Lys en DIl y Ala en DIV. Esta estructura determina
la conductancia y la selectividad i6nica del canal d] Bsi como la union de toxinas (Noda y
cols., 1989 Terlau y cols., 1991).a sustitucion de estos cuatro aminoacidos por residuos de
Glu (que son los aminoacidos presentes en las posiciones andlogas en el carfd] de Ca

conviere los canales de Nan selectivos para el €EgHeinemann y cols., 1992).
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» Subunidades auxiliares

Las principales subunidades reguladoras del canal desdtalas subunidadgs de las
que en laactualidad se conocen 4 isoformpsdp4) (Tabla 3) (Morgan y cols., 2000; Goldin,
2002). Son mteinas 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 regulgnrizlg 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 implicacion en la regulacion del canal d€ Bardiaco no esta clara todavia, aunque
mutagones en cada una de las cuatro subunidades auxiliares han sido relacionadas con
diferentes sindromes arritmogénicos (Abriel, 2010). Ademas, la presencia de la subunidad
Navpl.1l disminuye la afinidad de anestésicos locales y farsnantiarritmicos del grupo |
por la subunidad Navl1.5 (Balser y cols., 1996; Makielski y cols., 1996; Balser, 2001).

2.1.2. Caracteristicas de fa /

La Ina €s la responsable de la fase 0 de los PA generados en las células musculares
auriculres y ventriculares y en el sistema de His-Purkinje (Brown y cols., 1981; Fozzard y
cols., 1985). La despolarizacion inicia un cambio conformacional que produce la apertura del
canal de N&(Hirschberg y cols., 1995; Yang y Horn, 1995)./haalcanza un pico maximo
en 0.5-2ms, y, a continuacion, se inactiva de forma rapida (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 sélo 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 ionico intracelular, lo que impide la muerte celular.

La inactivacion de laly, cardiaca sigue un proceso biexponencial, presentando un
componerd 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
gue 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
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la “inactivacion rapida” depende de tres residuos hidrofébicos presentes en el lazo DIII-DIV,
la “secuencia IFM” (1le1488, Phe1489 y Met1490) (Eaholtz y cols., 1994).

50 ms

-120 mV—|

Figura 8. Registros de Iy,. (A) Trazos ddy, registrados en nuestro laboratorio en un miocito auricular humano
trasla aplicacion de pulsos de 50 ms a potenciales entre -100 y +30 mV desde un potencial de fijacién de -120
mV. (B) Iy. registrada en nuestro laboratorio en una célula CHO transfectada de forma transitoria con la
subundad o Navl.5 y la subunidafll tras la aplicacion de pulsos de 50 ms a potenciales desde -80 hasta +70
mV desde un potencial de fijacion de -120 mV.

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 entradd darbiate la fase de meseta
del PA cardiaco, 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(®@x=ford y Yeh, 1985) y parece
estar regulada por un complicado mecanismo en el que estan involucrados los cuatro
dominios del canal (O’'Reilly y cols., 1999; Vilin y cols., 1999).

2.1.3. Canalopatias asociadas a los canales deakiiacos
La importancia de los canales de'N& pone de manifiesto por la existencia de diferentes
enfermedades causadas por mutaciones en los genes que los codifican, y que afectan a la

funcién 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).
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A nivel cardiaco, las mutaciones en el gen que codifica la subunidad Nav1.5 (SCN5A) se
han relacionado con la aparicién de arritmias ventriculares (sindrome de QT largo [SQTL],
sindrome de Brugada), fibrilacion auricular (FA), con defectos en la conduccion intracardiaca
y/o 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 ).

2.2. Canales de Ca*"

Los anales de Cd dependientes de voltaje permiten la entrada dé €arespuesta a la
despolaizacién de la membrana y son esenciales para acoplar las sefales eléctricas en la
superficie celular con la respuesta fisiologica a nivel celular (Nilius y cols., 1985; Bean,
1989). Inicialmente, los canales de’Cdependientes de voltaje se clasificaron segun la
magnitud de la despolarizacién requerida para su activacion: los que requerian una fuerte
despolarizacion (HVAHigh 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 €atipo T, que se activan rapidament&a=-50 mV y que se inactivan
tambign rapidamente (Catterall y cols., 2005b; Nerbonne y Kass, 2005). Los canales HVA se
abren cuando se despolariza la membrana ka3®amV y su inactivacion puede prolongarse
hasta 100 ms. Hasta el momento, se han identificado 5 subtipos de canalé$ denCa
distintas propiedades cinéticas, biofisicas y farmacoldgicas (L, N, P, Q y R). Sin embargo, en
el miocardio humano sélo se ha demostrado la presencia de los canaléétimCay tipo
T.

Los anales tipo L se localizan principalmente en los tubulos T de la membrana, proximos
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 C&" desde el reticulo. Es decir, quella, provoca la'liberacion de C& inducida por
Ccd&™ y con ello dispara la respuesta contractil de los miocitos cardiacos. A su Yez, la
determina el E de la fase de meseta del PA. Por su parte, los canales tipo T se localizan
principdmente 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).

22



INTRODUCCION

2.2.1. Estructura de los canales dé'Ca

Los canales de Gadependientes de voltaje son heterotetrdmeros compuestos por las
subunidades; By a2/d, y, en algunos tejidos, la subunida{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 subunidadggCatterall y cols., 2005b), 4 subunidades4
compkjosa,/é y 8 subunidadeg (Tabla 4), aunque, a nivel cardiaco, s6lo se ha demostrado
la existencia de las subunidades reguladfrgisa,/6. Los diferentes tipos de corriente de
entralade C&" (Ic,) se definen en funcién de la subunidadjue forma el canal, mientras
que la subunidades reguladoras/s, p y vy modulan su tréfico a la membrana y/o las
propiedads biofisicas de la corriente (Figura 9) (Bodi y cols., 2005; Catterall y cols., 2005b;
Nerbonne y Kass, 2005).

ss lise

Figura 9. Estructura del canal de Ca’" tipo L. [Adaptada de Bodi y cols., 2005]

» Subunidadx

La familia Cavl codifica las subunidades de los canales de €atipo L, siendo la
Cavl.2 {uc) la que se expresa predominantemente en el corazon (Bodi y cols., 2005). La
familia Cav2 codifica las subunidadesde los canales tipo P/Q, N y R, que se encuentran
mayortariamente en el cerebro, y la familia Cav3 codifica las subunidadi#s los canales
tipo T (Tabla 4) (Pérez-Reyes, 2003). Los canales & @asentan una gran homologia
estuctural con los canales de Ndependientes de voltaje. Las subunidagiepresentan 4
dominioshomologos (DI a DIV), cada uno compuesto por 6 segmentos Tdvhélice (S1 a
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S6) (Figura 9). El canal de Egpresenta 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 €aComo en los canales deNal lazo P que une los S5y S6 de los
cuatrodominios 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 C& que conforma el filtro de selectividad del canal (Mikala y cols., 1993;
Klocknery cols., 1996; Koch y cols., 2000).

Subunidad a; Subunidades 3 reguladoras
Proteina Gen Cromosoma I, Proteina Gen Cromosoma
Cawl Cavlld CACNALS  1q3132 L| ca B CACNBL  17ql1.2
C?o\(llcjz* CACNAIC  12p133 L Byt CACNB2  10p12
Cavl3 () CACNAID  3pl4.3 L i CACNB3 12q12
Cavl4 ) CACNALF  Xpl1.23 L B CACNB4 2q23
(AW o fsr  CACNA2DL  7q112
Caw2 Cav2.1@,) CACNALA 19p13 g’ wld* CACNA2D2  3pl4
Cav2.2 ;5 CACNALB 9934 N wld; CACNA2D3  3pl3
0?01’133* CACNAIE  1g25-31 R wl/ds CACNA2D4  12pl13
Caw m CACNG1 17426
Caw3 Cg‘g“ CACNALG 17q21 T - CACNG2 22q13
Cg"jf* CACNAIH  16p133 T - CACNG3 16p12
Cav3.3(y) CACNALI 22913 T Ya CACNG4 17926
vs CACNG5 17926
Yo CACNG6  19q13.4
v CACNG7  19q13.4
Ya CACNG8  19q13.4

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

» Subunidad

Las suburdadesp son proteinas citosélicas que se ensamblan con las subunidades
mediané un dominio de interaccidh(DIB) que se une al dominio de interacciofDIA) de
la subunidd a; (Figura 8) (De Waard y cols., 1994; Pragnell y cols. 1994). Estas subunidades
regubn la expresién en la membrana de los canales dé HD&A (Bichet y cols., 2000).

Ademd&, modulan las propiedades biofisicas del canal (Jangsangthong y cols., 2010) e
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intervienen en la regulaciéon por pH (Schuhmann y cols., 1997) o por receptores
adrenérgos (Mikala y cols., 1998). Otro posible papel de las subunidadsesntervenir en

el procso de “facilitacion” de lalca. (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 Il dependiente de
C&*/Calmodulina (CaMKIl) (Sculptoreanu y cols., 1993; Yang y cols., 2003).

* Subunidadx,/d

El complejo a,/d esta formado por la union de la subunidad extracelglgia subunidad
transnembrana mediante un puente disulfuro (Figura 9). La funcioncoehplejoo,/d varia
segunlas subunidades; y B con las que interacciona, aunque se ha sugerido que elidami
interviene en los cambios cinéticos mientras que el domires responsable del aumento de

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

» Subunidad y
La subunidady es una proteina con cuatro dominios TM y extremos N-tgr@inales
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,L registrada en miocitos cardiacos presenta un potencial umbral de activacion de
alredelor 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 méximo 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 €a[C&"]) (Kass y Sanguinetti, 1984; Lee y cols., 1985;
Zhang ycols., 1994). En los canales de’C4os procesos de inactivacion y de recuperacion
de la inactivacion estan regulados por cambios estructurales en diferentes partes de la
subunidad ¢ incluyendo el poro, los lazos intracelulares y el extremo C-terminal. Ademas, se
ha compobado que también participan interacciones con proteinas intracelulares y
subunidades auxiliares como la subuniflatia inactivacion debida a altas fCarepresenta
un meanismo de retroalimentacion negativo de gran importancia (Brehm y Eckert, 1978) en

el que estan implicados un motivo de unién a calmodulina (CaM) (el “motivo 1Q”), un motivo
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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 despolarizacién y la
entrada de G4, la [C&"]; aumenta hasta el rango micromolar, lo que hace quees€ana

a laCaM asociada al canal y se promueva la inactivacion. En la inactivacion dependiente de

voltaje, el lazo DI-DII actiua como particula bloqueante del canal (Kim y cols., 2004a).

+30 mV +70 mV

Figura 10. Registros de Ic,;. (A) Ic, . registrada en miocitos auriculares humanos disociados enzimaticamente
en niestro laboratorio tras la aplicacién del protocolo que se muestra en la parte s(pe@orriente de Cd

regidrada 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 subunidade? Cayg, y Caw,/s.

2.2.3. Composién de los canales que generaticla

Los miembros de la familia Cavl codifican las subunidagete los canales de Eaipo
L, siendo la Cavl.2dyc) la que se expresa predominantemente en el corazén (Bodi y cols.,
2005). Sehan 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 corazon estos canales presentan dos
tipos de subunidades auxiliares, las subunid@des./3 (Tabla 4). El canal de €&tipo L es
una impotante diana farmacologica para el tratamiento de diversas patologias. Los farmacos
que inhiben lac,, (denominados “antagonistas del’Cpestan indicados en el tratamiento
de divesas patologias como angina de pecho, hipertension arterial (HTA), vasculopatias
periféricas, algunas taquiarritmias supraventriculares y como protectores renales y cardiacos.
Los antagonistas del €ase 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 unién 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).
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2.2.4. Canalopatias asociadas al canal détpe L

La canalopatia mas importante que se ha identificado es la causada por la mutacion
Gly406Arg en el gen que codifica la subunidad Cavl1.2 (CACNALC), que se ha relacionado
con la aparicién de sindrome de Timothy (SQTL8) (Splawski y cols., 2004; Bidaud y Lori,
2011). Esta mutacion produce un aumento en la amplitud/dg laomo consecuencia de la
separaion de la unién entre las subunidadesy 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
Cav1l.2 (Splawski y cols., 2004).

Se han descrito otras mutaciones en los genes que codifican la subunickagl.2
(Antzelevitch y cols., 2007), y las subunidades auxiliares Zafordeiro y cols., 2009) y
Cava/3; (Burashnikov y cols., 2010) que reducen la entrada &edDeante la fase de meseta
del PA y que se han relacionado con la aparicion de sindrome de Brugada y sindrome de

repolarizacion temprana.

2.3. Canales de K*

Los canales de K constityen el grupo mas heterogéneo de proteinas de membrana. Se
distribuyen ubicuamente a lo largo de toda la escala filogenética y estan 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 regulacién de la contraccion
del musculo liso esquelético y cardiaco (Tabla 5).

A nivel cardiaco, los canales de” kuegan un papel fundamental en el PA, ya que
permiten la salida dekde lacélula, 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 dprsentan una distribucion heterogénea en
funcion dd tejido (auricula frente a ventriculo) e incluso dentro de un mismo tejido

(endocardio frente a epicardio). La heterogeneidad en los tipos y en la distribucién de los
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canales de Kdeternina la diferencia en la morfologia de los PA de las distintas regiones del
corazon (Figura 1). Ademas, la expresion y las propiedades de los canalédateblén

pueden vers modificadas por farmacos, hormonas y diferentes patologias.

Corriente Subunidad a Subunidad p
Proteina Gen Locus Proteina Gen Locus
Ik, Kir2.1 (IRK1) KCNJ2 17923.1-24.2

Kir2.2 (IRK2) KCNJ12 17p11.1
Kir2.3 (IRK3) KCNJ4 22q13.10

TIach Kir3.1 (GIRK1)  KCNJ3 2q24.1
Kir3.4 (GIRK4)  KCNJ5 11q24
Tatp Kir6.2 (BIR) KCNJ11 11p15.1 SUR2A  ABCC9 12p12.1
Kop Kopl.1 (TWIK-1)  KCNK1 Iq42-43
K,2.1 (TREK-1)  KCNK2 lg41
K,3.1 (TASK-1)  KCNK3  2p24.1-23.3
K,5.1 (TASK-2)  KCNK5 6p21
K,6.1 (TWIK-2)  KCNK6 19q13-1
K,9.1 (TASK-3)  KCNK9 8g24-3
K,10.1 (TREK-1) KCNK10 14931

K,p13.1 (THIK-1) KCNK13  14¢24.1-24.3
Ko,pl7.1 (TASK-4) KCNK17  6p21.1-2
L Kv4.3 KCND3 11p15.1 KChIP2  KCNIP2 10925
DPPX DPP6 7036.2-36.3
MiRP1 KCNE2 21q22.12
MiRP2 KCNE3 11q13-q14

Kv1.4 KCNA4  11p14.3-152] KL  KCNAB1 3425
KvB2  KCNAB2 1p36.3
Kva.1 KCND1 Xp11.23 KChIP1  KCNIP1 5035
Kvé.2 KCND2 7931 KChIP2  KCNIP2 10925
Ixur Kv1.5 KCNA5 12p13.3 K$l  KCNAB1 3425
KvB2  KCNAB2 1p36.3
I Kv7.1 (KCNQ1)  KCNQ1 11p15.5 minK KCNE1  21q22.1-922.2
e Kvlll (hRERG)  KCNH2 7035-36 mink KCNE1  21q22.1-922|2
MiRP1 KCNE2 21g22.1

Tabla 5. Subunidades a y p de los canales que generan las diferentes corrientes de K cardiacas humanas.
Entreparéntesis, nombre alternativo de algunas de las protgidaptada de Tamargo y cols., 2004]

El egudio electrofisiolégico del mutant8haker de la mosca del vinagreDfosophila
melanogaster), denominado asi por el aleteo constante que se observaba en estas moscas al
ser anestesiadas con éter, permitié la clonacion y secuenciacion del primer can@lateyK

cols., 1983) Desde entonces, el desarrollo de las técnicas de biologia molecular ha permitido
identificar mas de 200 genes que codifican canales d€detzee y cols., 1999; Snyders,

1999; Tanmargo y cols., 2004; Gutman y cols., 2005; Li y Dong, 2010).
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S NH,

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

Los canales de K se clasifican de acuerdo al nimero de segmentos TM y de poros que
presenan (Figura 11):
» Canales formados por 6 segmentos TM y 1 poro (6 TM/1P). Incluye también a los canales de
K* activados por C4, que presentan un segmento TM adicional (S0) en el extremo N-
termnal.
» Canales formados por 4 segmentos TM y 2 poros (4TM/2P).
» Canales formados por 8 segmentos TM y 2 poros (8TM/2P), sélo encontrados en levaduras.
» Canales formados por 2 segmentos TM y 1 poro (2TM/1P). Este grupo, compuesto por los
canales de Kcon rectificacion interna (canales Kir), sera tratado con mas detalle en el

apartalo 3.
2.3.1. Canales 6TM/1P

Los canales 6 TM/1P agrupan a los canales decivados por voltaje (canales Kv) y a los
canale de K activados por G (canales BI,). Tras el clonaje del canskaker (Jan y cols.,
1983) se identificaron otras tres subfamilias de genes que codifican la expresion de un gran
namero de canales Kv a las que se denoisitad, Shaw y Shal. En mamiferos, estas cuatro

familias se corresponden con las familias K$kafker), Kv2 (Shab), Kv3 (Shaw) y Kv4
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(Shal). Hasta la fecha, se han descrito doce familias de subunid&degKvl a Kv12), con

una homologa aminoacidica de70% dentro de una misma familia y d40% entre

diferentes familias (Tabla 6) (Gutman y cols., 2005).

Familia IUPHAR Gen Cromosoma Localizacion
Kv1 (Shaker) Kvl.1 KCNA1 12p13.3 Cerebro, corazon, retina, musculo esquelético, islotes
pancreaticos
Kvl.2 KCNA2 1p13 Cerebro, corazdn, retina, musculo liso, islotes pancreatigos
Kv1.3 KCNA3 1p13.3 Cerebro, pulmones, timo, higado, nddulos linfaficos,
testiculos, linfocitos, fibroblastos, osteoclastos, plaqugtas,
islotes pancreaticos
Kvl.4 KCNA4  11p14.3-15.20 Cerebro, masculo esquelético, corazon, islotes pancredticos
Kvl.5 KCNA5 12p13.3 Coraz6n, musculo liso, pituitaria, colon, rifién, estomago,
aorta, arterias pulmonares, hipocampo
Kv1.6 KCNAG6 12p13.3 Cerebro, corazoén, pulmones, testiculos, musculo liso, drterias
pulmonares, ovarios, astrocitos, oligodendrocitos
Kv1l.7 KCNA7 19qg13.3 Corazén, musculo liso, placenta, arterias pulmonares
Kv1.8 KCNA10 1p13.1 Rifi6n, cerebro, corazén, misculo esquelético, glgndula
adrenal
Kv2 (Shab) Kv2.1 KCNB1 20913.2 Cerebro, corazén, misculo esquelético, arterias pulmgnares,
pulmones, retina, céclea
Kv2.2 KCNB2 8g13.2 Cerebro, corazon, lengua, neuronas simpaticas, misculo liso
Kv3 (Shaw) Kv3.1 KCNC1 11p15 Cerebro, pulmones, testiculos, musculo esquelético
Kv3.2 KCNC2 12q14.1 Cerebro, islotes pancreéaticos, arterias mesentéricas
Kv3.3 KCNC3 19913.3-4 | Cerebro, neuronas del SNC, arterias mesentéricas, corpea
Kv3.4 KCNC4 1p21 Paratiroides, prostata, cerebro, células acinares pancreaticas
Kv4 (Shal) Kv4.1 KCND1 Xp11.23 Cerebro, colon, corazén, pulmones, estémago, testfculos,
higado, rifidn, glandulas tiroideas, pancreas, arterias
pulmonares
Kv4.2 KCND2 7931 Cerebro, corazén, coclea
Kv4.3 KCND3 1p13.3 Corazon, cerebro, musculo liso
Kv5 Kvb.1 KCNF1 2p25 Cerebro, corazén, musculo esquelético, higado, [rifién,
pancreas
Kv6 Kv6.1 KCNG1 20913 Cerebro, musculo esquelético, Utero, ovarios, rifién, pancreas,
piel, hueso, placenta, prostata, testiculos
Kv6.2 KCNG2 18g22-23 Corazon, cerebro
Kv6.3 KCNG3 2p21 Cerebro, testiculos, intestino, glandula adrenal, |timo,
pituitaria
Kv6.4 KCNG4 16g24.1 Corazén, higado, intestino, colon
Kv7 (KvLQT) Kv7.1 KCNQ1 11p15.5 Corazon, rifién, recto, coclea, pancreas, pulmones, plagenta
Kv7.2 KCNQ2 20913.3 Cerebro, pulmones, testiculos, corazon, ojo, pldcenta,
intestino
Kv7.3 KCNQ3 8924 Cerebro, testiculos, retina, colon
Kv7.4 KCNQ4 1p34 Cdclea, placenta
Kv7.5 KCNQ5 6q14 Cerebro, misculo esquelético

Tabla 6. Familias de canales de K™ dependientes de voltaje. [Adaptada de Gutman y cols., 2005]
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Kv8 Kv8.1 KCNV1 8022.3-24.1| Cerebro, rifion
Kv8.2 KCNV2 9p24.2 Pulmones, higado, rifién, péancreas, bazo, timo, prpstata,
testiculos, colon, ovarios
Kv9 Kvo.1 KCNS1 20912 Cerebro, melanocitos
Kv9.2 KCNS2 8q22 Cerebro, retina
Kv9.3 KCNS3 2p24 Cerebro, colon, corazén, estdmago, rifién, pulmones,

testiculos, piel, Gtero

Kv10 (eag) Kv10.1 KCNH1 1g32-41 | Cerebro, células tumorales
Kv10.2 KCNH5 14923.1 Cerebro

Kvl11 (erg) Kv11.1 KCNH2 7935-36 Corazoén, cerebro, células sanguineas y tumorales,| rifidn,
pulmén, higado, ovarios, pancreas, testiculos, prégtata,
intestino, Utero

Kv11.2 KCNH6 17923.3 Cerebro, Utero

Kv11.3 KCNH7 20924.2 Cerebro
Kv12 (elk) Kv12.1 KCNH8 3p24.3 Cerebro, ganglios simpaticos, pulmones, Utero, testjculos,
colon
Kv12.2 KCNH3 12qg13 Cerebro, pulmones

Kv12.3 KCNH4 17921.2 Cerebro, cerebelo, eséfago, pulmones, glandula pituitalﬂia

Tabla 6 (Continuaciéon). Familias de canales de K* dependientes de voltaje. [Adaptada de 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 heterotetrameros
(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
postranscripcionalesg/icing alternativo), que dan lugar a diferentes isoformas de los canales
a partir de la expresiéon de un mismo gen (London y cols., 1997); y e) modificaciones
postraduccionales, que regulan la funcion de muchos canales Kv mediante fosforilacion,

ubiquitinizacion, palmitoilizacién, nitrosilacion, etc.

2.3.1.a. Estructura de los canales Kv

La primera estructura cristalografica de un canal Kv de mamifero se resolvié en 2005. Era

el canal formado por la subunidadKv1.2 y la subunidad auxiliar K2 de cerebro de rata
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(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 canalesaldépendientes 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 ur<i@dde

de diametro (Figura 12).

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” (
terminal A and B box) en el extremo N-terminal que se ha demostrado fundamental para el
reconocimiento entre subunidadey responsable de la interaccién con subunidfdestras
protehas (Figura 13B), mientras que los canales Kv7, Kv10 y Kv11 no presentan ese dominio
T1 (Figura 13C) (Shen y Pfaffinger, 1995; Xu y cols., 1995; Kreusch y cols., 1998; Yellen,
2002).

1. La subunidad a

En los canales Kv, cada subunidadonsta de 6 segmentos TM (S1 a S6) con estructura
de hélce a y conectados entre si por secuencias hidrofilicas no eawlser (Figuras 11C y
12A). Las cuatro subunidadesque forman el canal se disponen de tal forma que la boca
externa del poro esta formada por los lazos P de cada subunidad. Los S1 a S4 constituyen el
sensor de voltaje mientras el segmento S6 y la region peptidica que une los segmentos S4 y
S5 forman la boca interna del poro (Liman y cols., 1991; MacKinnon, 1991; Yellen y cols.,
1991; Yool y Schwarz, 1991).

* El poro ionico

El poro iénico de los canales Kv esta formado por una regién 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 S5 y S6 es el sitio de union de muchas toxinas y el segmento
de unién 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 ionico se encuentran los lugares de union para el tetraetilamonio (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).
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Figura 12. Estructura del complejo formado por la subunidad a Kv1.2 y la subunidad auxiliar ,. (A)

Vistas lateral (a la izquierda) y desde el lado extracelular (a la derecha) del complejo Kg2.2B§Wodelo

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 derech®daptadas de Long y cols., 2005a (A) y 2005b (B)]

Kv1.x-Kv4.x Kv7.x, Kv10.x, Kv11.x
MIRP
Ext S1-84
sensor
de voltaje |

Int =

Figura 13. Estructura de la subunidad a de los canales Kv. (A) Esquema de la estructura de la subunilad

de los canales Kv, donde se observan los 6 segmentos TM y los segmentos N- y C-terminales intrdtelulares.
recuadro rosa indica la posicion del dominio By C) Disposicion estructural de los dominios intracelulares

de los canales Kv1 a Ky®) y de los canales Kv7, Kv10 y KvXL). [Adaptadas de Yellen, 2002]

* 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). El sensor de voltaje esta
formado por los cuatro primeros segmentos del canal (S1-S4). El segmento S4 contiene cuatro
0 mas residuos Arg y Lys, cada uno de los cuales separado por dos residuos hidrofébicos, que
se recolocan en la membrana cuandg,glaria. Asi, la apertura y cierre del canal generan un
movimiento del sensor de voltaje ée€l2-13 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).
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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 estd muy confinado (Figura 14A), y un modelo “de inclinacion” o “modelo
de remo”, que implica grandes desplazamientos del sensor a través del campo transmembrana
(Figura 14B) (Jiang y cols., 2003b; Tombola y cols., 2005).

El ensamblaje de 4 subunidadess suficiente para formar un canal funcional que genere
una corriente iénica. Sin embargo, la presencia de subunidades auxiliares aumenta la
diversidad funcional de los canales Kv (Figura 15 y Tabla 7) 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 uniéon de moléculas adaptadoras o de ligandos

exdgenos/endbégenos.
1I. Subunidades auxiliares

* Subunidade Kvj

La fanilia de las subunidades Kvfsta compuesta por tres proteinas homologas
(KvB1 aKvp3), asi como varias isoformas de alguna de ellas (Waalpy 1996a; Martens y
cols., 1999). Similares a las enzimas 6xido reductasa, su principal efecto es inducir una rapida

inactivacion (especialmente las KB

A

AV

|

AV
—

Figura 14. Modelos de movimiento del sensor de voltaje. (A) Modelo convencional en el que el movimiento

de cargas se realiza a través del nacleo 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 elédtfigoadas de Jiang y cols., 2003b]
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Familia Subunidad Gen Cromosoma
KvB KvpB1* KCNAB1 3025
Kvp2* KCNAB2 1p36.3
Kv(33 KCNAB3 17p13
minK y péptidos minK* KCNE1 21922
relacionados (KCNE) MiRP1* KCNE2 21q22
MiRP2* KCNE3 11913
MiRP3 KCNE4 2036.3
MiRP4* KCNE5 Xq22
KChAP KChAP* PIAS3 1912
KChIP KChiIP1 KCNIP1 5035
KChIpP2* KCNIP2 10925
KChIP3 KCNIP3 2¢011.2-11.3
KChiP4.2 CSEN 2ql1.1
KChiP4.3 KCNIP4 4p15.3
DPP DPP6* DPP6 7036.2-36.3
DPP10* DPP10 2q14.1

Tabla 7. Principales subunidades auxiliares de los canales Kv. *Subunidades que se expresan en el
miocardio./Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005]

A B C D

DEFX & MinK ., MIRP __.
N N

1,19 1,4, 9.1 4,4 1,419

'l'l} W\ ; i’h’l ‘ e (Y
4 ‘%g ; of L

] k ofi i :

Figura 15. Dibujo esquematico de diversas subunidades auxiliares de canales iénicos. Las subunidadea
aparecen en gris y las subunidafiesn rojo.(A) Ensamblaje de 4 subunidadedv con 4 subunidades v
citosodlicas a través del extremo N-termir@®) Interaccion del canal Kv4.2 con un complejo de 4 subunidades
citoplasmicas KChIP. Se observa también la asociacion de la subunidad DPPX con la subuii@gad
Asociacion de 4 subunidades Kv7.1 con 2 subunidades minK, asi como la formacién del complejo
macromolecular con la proteina adaptadora yotip Complejo molecular formado por una subunidaHv,

las subunidades auxiliares BvMiRP y KChAP y una proteina de densidad pos-sinaptica (F3@)ptadas de
McCrossan y Abbott, 2004]

-

\ :

e Subunidad nmK y péptidos relacionados

La presencia en el corazon de la proteina mimifnal K channel subunit) es
predominantemente ventricular (Folander y cols., 1990) y por su asociacion con la subunidad
a Kv7.1 genera ldks (Figura 15C) (Barhanin y cols., 1996; Sanguinetti y cols., 1996b). Se

denominaon MIRP (MinK-Related Peptides) a las siguientes subunidades auxiliares
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homologas a minK, codificadas por genes KCNE (Figura 15D) (Abbott y cols., 1999;
McCrossan y Abbott, 2004). Se ha demostrado la presencia de MiRP1, MiRP2 y MiRP3 en
tejido miocardico humano, donde podrian ensamblarse con las subumidades.1, Kv7.1,

Kv4.2 y Kv4.3 (Abbott y cols., 1999; Finley y cols., 2002; McCrossan y Abbott, 2004,
Radicke y cols., 2006; Delpdén y cols., 2008a).

* Subunidad KChAP

La subunidad KChAPK" Channel-Associated Protein) pertenece a la familia de
protehas inhibidoras del STAT activado Signal Transducers and Activators of
Transcription) (Wible y cols., 1998). Estas proteinas interactian con una gran variedad de
factores de transcripcion e intervienen en procesos como la apoptosis (Wible y cols., 2002).
Puede unirse al extremo N-terminal de las subunidadEsl, Kv2 y Kv4 (Figura 15D)
(Wible y cols., 1998; Kuryshev y cols., 2000b).

» Subunidades KChIP

Las subunidades auxiliares KChIRv(Channel Interacting Protein) son proteinas
citosélicas relacionadas con la familia de sensores neuronales.dés@s subunidades se
unen alextremo N-terminal de las subunidadesdel canal afectando a la cinética de
inactivecion y/o a la cinética de recuperacion de la inactivacion (Figura 15C) (An y cols.,
2000; Decher y cols., 2001; Patel y cols., 2002; Wang y cols., 2007). KChIP2a, KChiIP2b y
KChIP2c se unen a las subunidadekv4.2 y Kv4.3 para regular su expresion en membrana

y modular las propiedades cinéticas d&.la(An y cols., 2000).

» Subuniddes DPPX

Las proteinas dipeptidilpeptidasas (DPP) pertenecen a la familia de las serin-proteasas
no clasicas y son glicoproteinas de membrana con un largo extremo C-terminal extracelular
(Figura 15B) (Wada y cols., 1992). Se ha sugerido que tienen como funcion regular la cinética
y el trafico a la membrana de los canales Kv4 (Kin y cols., 2001; Nadal y cols., 2003). Se ha
sugerido su asociacion con KChIP y la subunidadd/4 para generar 14,; en el miocardio
(Radidke y cols., 2005).
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2.3.1.h. La inactivacion 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 contribucién de cada una de
las corrientes de Ka la repolarizacion cardiaca. Sin embargo, no existe un (inico mecanismo
responshle de la inactivacion, sino que es un proceso que presenta propiedades diferentes
dependiendo del canal estudiado.

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 aminoacidos hasta el
segmento S1 (cadena), ocluye el poro intracelular del canal e impide el paso de los iones
(Figura 16A) (Zagotta y cols., 1990; Isacoff y cols., 1991; MacKinnon y cols., 1993; Goémez-
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 fam$haker (Kv1.1y Kv1.4),Shal (Kv4.2 y Kv4.3) yShaw
(Kv3.1-3.4) (Coetzee y cols., 1999).

La eliminacion de la inactivacién rapida tipo-N dejé en evidencia la presencia de un
proceso inactivante lento al que se denonmradtivacion tipo-C (Figuras 16B y C) (Choi y
cols., 1991; Hoshi y cols., 1991) que depende de cambios conformacionales en la boca
externa del poro que implican también la participacion del filtro de selectividad (Lépez-
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 actian 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.,
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1993) y es sensible a la concentracion y naturaleza del catibn permeable en el medio
extracelular (MacKinnon y Yellen, 1990).

Interior

Figura 16. Modelos de inactivacion de los canales Kv. (A) Moddo 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 inacpc@ociados
fundamentalmente al Spddaptadas de Aldrich, 2001 (A) y Rasmusson y cols., 1998 (B-C)]

2.3.1.c. Piincipales corrientes generadas a través de canales Kv que intervienen en el PA

cardiaco

Gracias a estudios realizados con la técnicaader-clamp en miocitos auriculares y
ventriculares, se han identificado al menos 4 corrientes dgeeradas a través de canales

Kv implicadas en el PA cardiaco:lla, la kur, 1alk y 1a ks.
Il Lal,

La corriente transitoria de salida d€ Kue descrita por primera vez en fibras de Purkinje
de ovejadonde su actividad era evidente en la primera fase de repolarizacion del PA (Dudel,
1967; Fozzard 1973). Al principio se pensO que era una corriente debida a la entragda de Cl
aungue ma tarde se describi6 que estd formada en realidad por dos componentes bien
diferenciados, lal; Yy la Lo, donde sélo lal; es una corriente de 'K sensible a 4-
aminopiidina (4-AP) e independiente de amientras que ld, es una corriente de Cl
activada por C& y de menor magnitud que Fa; (Siegelbaum vy cols., 1977; Kenyon y
Gibbons, 1979;Coraboeuf y Carmeliet, 1982; Hiraoka y Kawano, 1989). ll;a es
responsble de la rapida repolarizacion del PA durante la fase 1, por lo que determina la altura
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y la duracién de la fase de meseta (Nerbonne, 2000; Oudit y cols., 2001; Tamargo y cols.,
2004; Niwa y Nerbonne, 2010).

La. Caracteristicas de la 1,,;

La 11 Se activa (alcanza su maxima amplitud en 5-20 ms) e inactiva muy rapidamente en
respueta a una despolarizacion (Figura 17), siendo su reactivacion también muy =&fida (
ms) (Litovsky y Antzelevitch, 1988; Fermini y cols., 1992).

La amplitud de ld; es dependiente de la frecuencia cardiaca, por lo que su papel en el
contol de la DPA es mas importante a frecuencias cardiacas lentas. Ademas, en las células en
las que coexiste con las corrientes deéctificadoras tardias, la inhibicién del{g desplaza
la fase 2 del PA hacia valores mas positivos, lo que acelera la inactivacione yala
activacion de las corrientes de salida de #&ando como resultado un acortamiento de la DPA
(Fermini y cols., 1992; Carmeliet, 1993; Courtemanche y cols., 1999; Burashnikov y cols.,
2004).

Lb. Composicion de los canales que generan la I,,;

Existen dos fenotipos de corriente transitoria: ggalenta (1.9 Y unali; rapida (i1 ).
Ambos £notipos se pueden distinguir en funcion de sus propiedades biofisicas, moleculares y
farmacoldgicas (Tabla 10) (Nerbonne y Kass, 2005). Ademas, se observa un patron de
expresion para los dos fenotipos segun la region del miocardio que se estudia:ska
expresa fundamentalmente en regiones que presentan una DPA mas prolongada (endocardio,
ventriculo izquierdo, septo y apex), mientras quéla se expresa mayoritariamente en
regiones epicardicas, ventriculo derecho y en la base del corazén (Oudit y cols., 2001;
Tamargo y cols., 2004; Niwa y Nerbonne, 2010). Se han identificado tres suburudades
como posikéds responsables de los diferentes fenotipos dgiléKvl.4, Kv4.2 y Kv4.3),
aunque la diferencias observadas entre la corriente generada por cada una de estas
subunidades: y las corrientes nativas sugieren la participacion aditideauna o varias
subunidades auxiliares (Tabla 10).

En el coraz6n humano, las subunidaddsv4.3 son las responsables ddias (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
y cols., 1998).
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Figura 17. Caracteristicas de la I,,;. (A) /i, registrada en miocitos auriculares humanos en nuestro laboratorio
tras la aplicacidon del protocolo que se muestra en la parte superior de la Bu@orriente generada por
canales Kv4.3-KChlP2a registrada en células CHO en nuestro laboratorio tras la aplicacién del protocolo que se
muestra en la parte superigC) Deteccion por PCR de los distintos tipos de canales que genefgn la
auriaular 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 int@poRepresentacion tedrica del
comportamiento de l&,; durante el PA ventriculgiddaptadas de Caballero y cols., 2004 (B), Bertaso y cols.,

2002 (C), Patel y Campbell, 2005 (D)

I, Canal Tace (MS) Tinace (IMS) TRec (MS) Tejido Accion 4-AP Especie

Lys | Kvl4 2-10 80-200 1000-2000 \Y/ Abierto Cj, H, Hr, R, Ria

Iy | 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 1,11 e I, . A: Auricula. Act: Activacion. Cj: Conejo.
G: Gato. H: Hombre. Hr: Hurdn. Inact: Inactivacion. P: Perro. Purk: Purkinje. R: Ratdn. Rec: Recuperacion de la
inactivacion. Rta: Rata. V: Ventricul®daptada de Nerbonne y Kass, 2005]

La seuencia del canal Kv4.3 esta altamente conservada (la isoforma humana solo
presenta tres aminoacidos 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 lgs de la
registrada en miocitos ventriculares humanos (Figura 18) (Beuckelmann y cols., 1993;
Wettwer y cols., 1993 y 1994; Nabauer y cols., 1993 y 1996; Amos y cols., 1996). El rango
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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; Nabauer y cols., 1993 y 1996; Amos y cols., 1996; Kong y cols., 1998).

» Subunidad reguladoras

Las primeras subunidades auxiliares que se relacionaron con la modulacidpide la
fueron ks subunidades KChIP, concretamente la KChIP2 (Bahring y cols., 2001; Kuo y cols.,
2001; Rosati y cols., 2001). 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 Unico (Béhring 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 (Bahring y cols., 2001). 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 heterélogos con los canales Kv4.2 y Kv4.3 (Figura
17) (Zhang y cols., 2001; Deschénes y Tomaselli, 2002; Lundby y Olesen, 2006; Radicke y
cols., 2006 y 2008; Delpon y cols., 2008a; Liu y cols., 2008). En miocitos auriculares
humanos se ha descrito que MiRP2 coinmunoprecipita con los canales Kv4.3 en experimentos
realizados (Delp6n y cols, 2008). Ademas, se ha observado que subunidad MiRP2 disminuye
la densidad de la corriente Kv4.3 coexpresado o no con la subunidad KChIP2 (Jiang y cols.,
2004; Lundby y Olesen, 2006; Delpon y cols., 2008a). Se ha descrito una mutacion que
revierte los efectos inhibitorios de esta proteina sobre los canales Kv4.3, incrementando de la
corriente generada por estos canales (Delp6n y cols., 2008a).

Las glicoproteinas DPP6 y DPP10 regulan y se coexpresan con los canales Kv4.2 y Kv4.3
en neuronas (Figura 18) (Nadal y cols., 2003; Jerng y cols., 2004; Li y cols., 2006) y su
presencia en el miocardio humano sugiere también su posible participacion/lgrny la
(Radcke y cols., 2005 y 2007).
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MinK
(MiRP1 y/o MiRP2) |

KChIP2 Kvpx KvBx KChIP2

Figura 18. Dibujo esquématico del canal Kv4.3 con sus posibles subunidades auxiliares. [Adapatada de
Niwa y Nerbonne, 2010]

Por alimo, las subunidades K&p Kvp2, Kvp3, KChAP y Navftambién son capaces de
modularlos canales Kv4.2 y Kv4.3: vitro (Figura 17) (Wible y cols., 1998; Pérez-Garcia y
cols., 1999; Kuryshev y cols., 2000; Yang y cols., 2001), aumentando la expresion de los
canales Kv4.3 sin alterar sus propiedades cinéticas (Yang y cols., 2001), o produciendo un
aumento en la densidad del pico de la corriente, una aceleracién de la inactivacion y un
retraso en la recueracion de la inactivacion (Deschénes y Tomaselli, 2002; Deschénes y cols.,
2008).

Lc. La I,,; en diversas patologias

En stuaciones como la insuficiencia cardiaca, la hipertrofia cardiaca, la isquemia
miocardica y el infarto de miocardio se produce una prolongacion de la DPA (Kaab y cols.,
1998; Tomaselli y Marban, 1999; Oudit y cols., 2001). En la hipertrofia cardiaca, esta
prolongacion se correlaciona con una disminucion diila/ 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 defifa y de los niveles de ARNm de Kv4.2 y Kv4.3 tras
infarto de miocardio (Kaprielian y cols., 1999; Huang y cols., 2000).
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De igual forma, tanto l&,; como la expresion de Kv4.3 se encuentran significativamente
disminudas en pacientes con FA (Van Wagoner y cols., 1997; Bosch y cols., 1999; Grammer
y cols., 2000; Workman y cols., 2001; Michael y cols., 2009; Nattel y cols., 2010, Caballero y
cols., 2010).

De forma tedrica se habia postulado que el Sindrome de Brugada podria ser consecuencia
de una disminucion de las corrientes despolarizadtgse(lca) 0 de un aumento de las
repolaizantes [;01) que actuan durante la fase de meseta del PA (Di Diego y cols., 2002).
Recisntemente se ha identificado la primera mutacion en KCND3 que produce un aumento de
funcion implicada en la aparicibn de Sindrome de Brugada. Esta mutacion produce un
aumento en la densidad del pico ddaen el ventriculo izquierdo precisamente donde la
expresion de KCND3 es mayor (Giudicessi y cols., 2011).

II. La Iy,

Las @lulas auriculares presentan una corriente de salida” deominaddy,, que se
activaen el rango de potenciales de la fase de meseta del PA (Snyders y cols., 1993; Wang y
cols., 1993a; 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 Ik,

La Ik, Se activa rapidamente (<10 ms) y presenta una inactivacion parcial o incluso no se
inaciva en absoluto durante el curso temporal del PA (Figura 19A) (Apkon y Nerbonne,
1991; Wang y cols., 1993a; Li y cols., 1996b; Tamargo y cols., 2004). La recuperacion de la
inactivacién 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., 1998ay b).

En humanos, ldk, se ha registrado en el tejido auricular, pero no en el ventricular
(Figura 20A) (Wang y cols., 1993a; 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 19. Caracteristicas de la Ix,. (A) Ik, registrada en miocitos auriculares humanos (MAH) tras la
apicacién del protocolo que se muestra en la parte superior. Tras aplicar el mismo protocolo en miocitos
ventriculares humanos (MVH), Ia,, no aparecgB) Deteccidn por PCR de canales Kv que generan corrientes
tipo Ik, €n muestras auriculares humanas (panel superior) y representacion de la expresion relativa del ARNm
de cala uno (panel inferior). En el panel superior, la flecha corresponde a la banda del control (@)erno.
Corriente generada por canales Kv1.5 humanos expresados enkélidtas la aplicacion del protocolo que se
muesta en la parte superior de la figufddaptadas de Li y cols., 1996b (A), Bertaso y cols., 2002 (B) y Gomez

y cols., 2005 (C)]

11.b. Composicion de los canales que generan la Iy,

Existen diversas subunidades Kv que generan corrientes similares alda (Kv1.2,
Kv1.5, Kv2.1, Kv3.1), que difieren en sus propiedades farmacoldgicas (Tabla 11). La
sensibilidad a 4-AP vy la resistencia al TEA y a la dendrotoxina (DTX) fig:laumana y de
raton paecen indicar que es la subunidadvl.5 la responsable de generar esta corriente en

ambas especies (Nattel y cols., 1999).

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

Tabla 11. Propiedades farmacolégicas de los distintos canales Kv responsables de la Ix,. 4-AP: 4-
Aminopiridina. CTX: Caribdotoxina. DTX: Dendrotoxina. TEA: Tetraetilamotfitdaptada de Nattel y cols.,
1999]

La expresion de canales Kv1l.5 humanos en sistemas heterélogos permite registrar una
corriente rectificadora tardia que presenta las caracteristicas biofisicas y farmacoldgicas de la
Ixur. Aunque la proteina Kv1.5 se expresa en igual proporcion en auricula y en ventriculo
humano, élo forma canales funcionales en la auricula (Fedida y cols., 1993; Wang y cols.,
1993a; Li y cols., 1996b). Ademas, en miocitos auriculares humanos cultivados en los que se
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usan oligonucleotidos antisentido contra el ARNm de la subunidad Kv1.5 no se redigtra la
(Fengy cols., 1997b), confirmando el papel de Kv1.5 en la corriente nativa.

Se ha descrito que las subunidadede la familia Kvl se pueden asociar con miembros
de la familia de subunidades Kygngland y cols., 1995; Accili y cols., 1997; Martens y
cols., 1999), siendo las subunidades Kw Kvp2 las que se expresan en el miocardio
humano (MCormack y cols., 1999). Cuando se coexpresan con Kv1.5, las subunidadles Kvf3
partidpan en la regulacién del canal proporcionando sitios de interaccion para quinasas
(PKA, PKC) (Kwak y cols., 1999) y modificando la inhibicion producida por diferentes
farmacos como la quinidina o la bupivacaina (Gonzalez y cols., 2002). Por su parte, la
asociacion de la subunidad KX con canales Kv1.5 disminuye la expresion en la
membraa 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).

Il.c. La I, en diversas patologias

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

Se ha identificado un polimorfismo en la region C-terminal del canal (Pro532Leu) que
aparece con una frecuencia de 1.1% en la poblacién afroamericana (Drolet y cols., 2005;
Simard y cols., 2005). En estos individuos/da generada es practicamente idéntica a la
nativa sin embargo presenta una sensibilidad menor a farmacos antiarritmicos como
quinidina y propafenona (Simard y cols., 2005). También se ha descrito una mutacion
(Glu375X) en el gen KCNE5 que produce una pérdida de funcién del canal Kv1.5 y que se
relaciona con la aparicion de FA familiar (Olson y cols., 2006).

III. La Iy,

El conmponente rapido de la corriente de salida dedh 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., 2004, Sanguinetti,
2010). La importancia de l&: se ha puesto de manifiesto gracias a diferentes patologias en
las quese producen mutaciones tanto en la subunidésianguinetti y cols., 1995 y 1996a)
como enlas subunidade$ (Abbott y cols., 1999), que se pueden manifestar comd.SQT

SQTC (Splawski y cols., 2000; Tamargo, 2000) y que se han relacionado con un aumento del
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riesgo de sufrir arritmias. Ademas,Jja es la diana terapéutica de los farmacos antiarritmicos
de clag lll (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990; Spector y cols., 1996a; Nattel y Singh, 1999).

Ill.a. Caracteristicas de la I,

La amplitud de ldk, va aumentando progresivamente con la despolarizacidiy,desta
alcanar un maximo 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 20) (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 Eg negativos (en la fase 3 del PA), los canales que generan
la I, se recuperan rapidamente de la inactivacion y vuelven a entrar en el estado abierto (la
velocidal 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 repolarizacion
final del PA (Figura 20) (Hancox y cols., 1998; Tseng, 2001).
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Figura 20. Caracteristicas de la Ik,. (A) Corriente registrada en miocitos ventriculares humanos en ausencia
(O) y en presencia®) de E-4031 tras la aplicacién del protocolo que se muestra en la parte superior izquierda y
corriente sensible al E-4031 correspondiente &dla(derecha).(B) Registro de la corriente generada por
subunidades Kv11.1 registrada en células CHO tras la aplicacién 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) Representacién esquematica de los distintos estados del canal Kd#dgtadas de Li y cols.,

1996a (A), Caballero y cols., 2003 (B) y Sanguinetti y Tristani-Firouzi, 2006 (C)]

46



INTRODUCCION

Por todo ello, el grado de activacion dedadurante la fase 2 viene determinado por la
dependena de voltaje y de tiempo de la activacion de los canales, mientras que en la fase 3
Su participacion esta 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 generanlia son especie-especificas. Asi, la densidad dg ken el miocardio
humano esnayor 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., 2004).

1I1.b. Composicion de los canales que generan la I,

La subundada Kv11.1 (antiguamente denominada hER&nan ether-a-go-go related
gene) es la responsable de la generacion dil&Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990 y 1991).
Ademasde 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 (hRERG1la
y hERG1b) con diferentes propiedades biofisicas (London y cols., 1997; Wang y cols., 2000),
y se piensa que ambas isoformas se ensamblan en el miocardio para formar un canal
heterotetramérico (Jones y cols., 2004). Sin embardg, tetiva y la corriente generada por
los candes Kv11.1 (kv11.1) expresados en sistemas heterdlogos se diferencian en el gating y la
conductania del canal, asi como en la regulacion por I§{KI'seng, 2001; Tristani-Firouzi
y Samguinetti, 2003), sugiriendo la participacion de subunidades auxiliares en la generacién
de esta corriente.

La utilizacion de oligonucleétidos antisentido contra el ARNm de minK producia una
disminucién en la amplitud de l& en células AT-1, una linea tumoral de miocitos
auriculres, lo que sugiere la implicacion de esta subunidad en la formacién de los canales
gue generan esta corriente (Yang y cols., 1995b). De hecho, la amplitud/geela
significativamente menor en los cardiomiocitos de ratones thigde en los de ratones
control. Ademas, la posterior coexpresion de minK en dichos miocitos producia el aumento
de la Ik, (Kupershmidt y cols., 1999). La coexpresion de minK también aumentaba la
amplitud de lalky11.1 en células HEK293Human 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
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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 sOlo interacciona con las
subunidades Kv11.1 en el sistema de conduccion (Weerapura y cols., 2002). La importancia
de MIRP1 en la generacion de la se ha puesto de manifiesto tras la descripcién de
mutacones en el gen que codifica esta proteina, ya que producen la disminucidg gesta
relagonan 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 noddo canino de infarto, la densidad deday los niveles de ARNm de Kv11.1 se
encuentan reducidos en miocitos ventriculares (Jiang y cols., 2000). Sin embargo, 48 horas
después del infarto, la densidad déklsaumenta en las células de Purkinje subendocardicas,
geneando 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. Ademas, tanto la hiperglucemia como la hipoglucemia inhiben la
corriente generada por canales Kvll.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 y de SQTC.

Se conocen mas de 200 mutaciones en el gen que codifica la subunidad Kv11.1 (KCNH2)
asociadas al SQTL (SQTL2). El SQTL2 representa un 30-35% de los casos de SQTL y es el
gue mayor mortalidad presenta (Roberts, 2006). Todas las mutaciones identificadas producen
una disminucién de ldk, ocasionada por la pérdida/disminuciéon en la funcién del canal
Kv11l.1 (Qurran y cols., 1995; Zhou y cols., 1998; Splawski y cols., 2000; Tseng, 2001,
Rajamani y cols., 2002; Kass y Moss, 2003; Sanguinetti y Tristani-Firouzi, 2006, Sanguinetti,
2010; Amoros y cols., 2011).

También se han descrito mutaciones en el gen que codifica la subunidad MiRP1 (KCNE2)
asociadas a la aparicion del SQTL6 (Abbott y cols., 1999; Splawski y cols., 2000; Kass y
Moss, 2003).
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La inhibicion farmacologica de lg;/esta relacionada con la aparicion de un tipo de SQTL
gue sedenomina “SQTL adquirido” (De Bruin y cols., 2005; Sanguinetti y Tristani-Firouzi,
2006). Esta disminucion de Ia debida a farmacos esta relacionada tanto con el bloqueo de
los canales Kv11l.1 que la generan (Mitcheson y cols., 2000), como con la inhibicion 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 dispersién de la repolarizacion ventricular (Haverkamp y cols., 2000; Tseng,
2001; Redfern y cols., 2003).

Por altimo, existen mutaciones en el gen KCNH2 relacionadas con la aparicion del SQTC
tipo 1 (SQTC1) (Brugada y cols., 2004). EI SQTC se caracteriza por un acortamiento del
intervalo QT del ECG (<360 ms) y una marcada aceleracion de la repolarizaciéon lo que
predispone a padecer FA, FV y/o muerte subita (Gussak y cols., 2000; Brugada y cols., 2004;
Bjerregaard y Gussak, 2005).

1V. La Ik

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

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

1IV.a. Caracteristicas de la I,

La Iks 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 laks es muy lenta y su amplitud maxima en estado estable (unas 10 veces
mayor que el de lak,) sblo 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)/dsaes la principal responsable del
control de la DPA ventricular a frecuencias rapidas, ya que, al aumentar la frecuencia

cardiaca, los canales que generalkddienen menos tiempo para deactivarse y se acumulan
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en el estado abierto, propiciando una repolarizacién mas rapida y el acortamiento de la DPA
(Jurkiewicz y Sanguinetti, 1993; Delpon y cols., 1995).

1 . Kv7.1+minK
1A : minK

B
m} Kv7.1 . &_

I

2s 2s

Figura 21. Caracteristicas de la Ix,. (A y B) Corrientes registradas en células de mamifero transfectadas s6lo
con las subunidades minKA) y Kv7.1 (B). (C) Corriente registada en nuestro laboratorio con ambas
subunidades a la veddaptadas de Sanguinetti y cols., 1996b (A y B)]

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

La subunidada Kv7.1 (@ntiguamente denominada KvLQT1l) se ensambla con la
subunidad auxiliar minK para generar una corriente que se activa lentamente y cuyas
caracteristicas se corresponden con las de laativa (Barhanin y cols., 1996; Sanguinetti y
cols., 1996b) La expresion en sistemas heterélogos de la subuniddd7.1 genera una
corriente {k,7.1) que se activa rapidamente y se inactiva lentamente (Figura 21B) y cuyas
caraderisticas son claramente diferentes a las désdlenativa (Barhanin y cols., 1996;
Sanguindi y cols., 1996b; Lee y cols., 1997). Por otro lado, la expresion de minK por si sola
no forma ningun canal funcional (Figura 21A). Sin embargo, la coexpresidon de ambas
subunidades produce un incremento de la corriente generada, un retraso de la activacion del
canal y la desaparicion de la inactivacion, de manera que se obtiene una corriente con
caracteristicas muy similares a las dedanativa (Figura 21C) (Barhanin y cols., 1996;
Sanguindi y cols., 1996b). Actualmente se acepta quédase genera a través de canales
formadospor 4 subunidades 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).

Hasta el momento se han identificado en el corazén 6 isoformas diferentes de Kv7.1

debidas a modificaciones postranscripcionales, siendo las isoformas 1 y 2 las de mayor
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expresion en el miocardio (Lee y cols., 1997; Pereon y cols., 2000). Ademas, se ha descrito
gue la subunidad Kv7.1 puede asociarseitro 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).

1V.c. Canalopatias asociadas a las subunidades Kv7.1 y minK

Diferentes mutaciones en los genes que codifican las subunidades Kv7.1 y minK se han
relacionado con la aparicion de SQTL, Sindrome de Jarwel Langer Nielsen (SJLN), SQTC y
FA familar.

Los SQTL asociados a l&ks se deben a mutaciones en los genes que codifican las
subunidade Kv7.1 y minK (SQTL1 y SQTLS5, respectivamente) y se caracterizan por una
pérdida/disminucién 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 mutacién en el gen que codifica la
proteina yotiao (proteina de anclaje para la PKA, AKAKinase Anchoring Protein) que
también cursa con prolongacion del intervalo QT (SQTL11) (Chen y cols., 2007). La
regulacion-adrenérgica de |&s requiere el ensablaje de la proteina yotiao con la subunidad
a Kv7.1 (Max y cols., 2002).

Existen ademas otras mutaciones en los genes KCNQ1 y KCNE1 relacionadas con la
aparicion del SJLN (sindrome de Jervell y Lange-Nielsen), variante autosémica 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 mutacion en la subuaidadd.1 (Val307Leu) que
produce una ganancia de funcién del canal y que esta relacionada con la aparicion de SQTC
(SQTC2) (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 funcion de los canales

gue generan y que se han asociado con la aparicion de FA familiar.
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2.3.2. Canales 4TM/2P

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

Desde que se clond 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:

Familia Canal Gen Cromosoma Localizacion
TWIK Kopl.1 (TWIK-1) KCNK1 1942 SNC, corazén, placenta, pulmén, higado,
rifién, pancreas
Kop6.1 (TWIK-2) KCNK6 19g11 SNC, corazén, placenta, pulmon, higado,
rifién, pancreas, leucocitos
Kop7.1 (TWIK-3) KCNK7 11qg12 SNC, ME, corazén, pulmén, higafo,
placenta, pancreas
K268.1 (TWIK-4) KCNK8 11q12
TREK/ K2p2.1 (TREK-1) KCNK2 1941 SNC, corazén, placenta, pulmén, rifion
TRAAK K,p10.1(TREK-2)  KCNK10 14932 SNC, pancreas, bazo, testiculos
Kor4.1 (TRAAK) KCNK4 11q12 SNC, ME, corazon, placenta, pulmpn,
higad, rifion, bazo, testiculos, retina
TASK K2p3.1 (TASK-1) KCNK3 2p24 SNC, ME, corazon, placenta, pulmon,
higad, rifion, testiculos, bazo, reting,
intestino, piel, Gtero
K,5.1 (TASK-2) KCNK5 6p21.1 SNC, ME, corazén, higado, pulmon,
rifién, pancreas, intestino, utero
K,:9.1 (TASK-3) KCNK9 8024.3 SNC, corazén, higado, pulmén, placénta,

panceas, testiculos, leucocitos
Kopl4.1 (TASK-4) KCNK14

Korl5.1 KCNK15 20q12 SNC, ME, placenta, testiculos, pancreas
(TASK-5/KT3.3)
TALK Kopl6.1 (TALK-1) KCNK16 6p21 Pancreas
K,pl7.1 (TALK-2) KCNK17 6p21 SNC, corazén, placenta, pulmén, higado,
panceas, testiculos, ovario, leucocitos
THIK Kopl3.1 (THIK-1)  KCNK13 14932 SNC, ME, corazén, pulmén, higado,
rifién, bazo, testiculos
Kopl2.1(THIK-2)  KCNK12 2p21 SNC, ME, corazén, pulmon, higado,

rifién, bazo, testiculos

Tabla 12. Familias de canales de K" 4TM/2P. ME: Musculo esquelético. SNC: Sistema nervioso central.
[Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005]

 Los canales TWIK Xandem of P domains in Weak Inward rectifier K' channels), que

pres@tan una pequefa rectificacion interna.
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+ 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
distensiéon de la membranaifech).

» Los canales TASK T(WIK-related Acid-Sensitive K' channels), que son sensibles a la
acidoss.

* Los canales TALK TWIK-related ALkalosis-activated K channels), que son sensibles a la
alcdosis.

 Los canales THIK Xandem pore domain Halothane Inhibited K channels), que son

inhibidospor halotano.

Posteriormente, se adopté una nueva nomenclatura para nombrar estos capajes/ (K
los gees que los codifican (KCNK1 a KCNK17) (Tabla 12). Los canalgspidseen 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 canalgsektén abiertos de forma casi continua
sugiee su posible implicacion en la regulacion fgly de la excitabilidad celular (Lesage y
Lazdunskj 2000; Patel y Honoré, 2001; O’'Connell y cols., 2002).

3. CANALES 2TM/1P

Los canales 2TM/1P, también denominados canales’dedfificadores internos (Kir),
desempeian varias funciones importantes como el control de la sefalizacion 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), lo que concuerda con los estudios electrofisiolégicos que
demuestran que la conductancia de los canales Kir depende de la diferenciafntyeckl
Ex, y no sélo del k.

oy + . o7 .
3.1. Una familia de canales de K con rectificacion interna

Hace 60 afios se describié por primera vez el fenbmeno de la rectificacion interna. En

1949, Bernard Katz (Katz, 1949) describié en el musculo esquelético una nueva corriente de
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K* cuya amplitud, al contrario de lo descrito hasta entonces, aumentaba a potenciales mas
negativosdel Ex y disminuia con potenciales despolarizantes. En los afios siguientes, se
demosté la presencia de corrientes rectificadoras internas similares en el musculo cardiaco de
diferentes especies (Weidmann, 1955; Hutter y Noble, 1960; Rougier y cols., 1968; Mascher
y Peper, 1969; Beeler y Reuter, 1970) y se describieron las principales caracteristicas de esta
rectificacion interna. Pero no fue hasta los afios 90, con el auge de las técnicas de biologia
molecular, cuando se consiguieron clonar los primeros canales que generaban este tipo de
corrientes (Ho y cols., 1993; Kubo y cols., 1993a y 1993b) y describir los mecanismos
moleculares de la rectificacion interna (Fakler y cols., 1994; Ficker y cols., 1994; Lopatin y
cols., 1994; Fakler y cols., 1995). Posteriormente, los estudios genéticos y el uso de modelos
animales han permitido la identificacion y caracterizacién de mutaciones de estos canales que

son responsables de alteraciones que afectan la excitabilidad cardiaca.

Familia Corriente Proteina Gen Cromosoma Localizacion
Kirl (ROMK) Kirl.1-1.3 KCNJ1 17925 Rifidn, corazén, pancrgas
Kir2 (IRK) I Kir2.1 KCNJ2 17923.1-24.2]  Corazén, SNC, ME, ML,
pulmén, placenta, rifién
I Kir2.2 KCNJ12 17pl1.1 Cora®dn
I Kir2.3 KCNJ4 22013.10 Corazon, SNC, ME
Kir2.4 KCNJ14 19913.1-13.3 Corazén, SNC, retina
Kir3 (GIRK) Ik ach Kir3.1 KCNJ3 2924.1 Corazon, cerebelo
Kir3.2 KCNJ6 21g22.13-22.1 Corazon, pancreas
Kir3.3 KCNJ9 1921-23 SNC
I ach Kir3.4 KCNJ5 11924 Corazon, pancreas
Kir4 (BIR10) Kird.1 KCNJ10 1922-92 Glia
Kir4.2 KCNJ15 21g22.2 Rifién, pulmén, SNC
Kir5 Kir5.1 KCNJ16 17923.1-24.2 SNC, SNP
Kiré I aTp Kir6.1 KCNJ8 12p11.23 Heterogénea
Ik atp Kir6.2 KCNJ11 11p15.1 Hetengénea
Kir7 Kir7.1 KCNJ13 2937 SNC, rifién, tiroides

Tabla 13. Familias de canales de K" 2TM/1P en mamiferos. ME: MUsculo esquelético. ML: Musculo liso.
SNC: Sistema nervioso central. SNP: Sistema nervioso periférico.

Tras el clonaje de los primeros canales Kir (Ho y cols., 1993; Kubo y cols., 1993a y
1993b), sehan identificado muchas mas proteinas pertenecientes a esta familia de canales.
Ademas, se ha unificado la nomenclatura de los genes que codifican las proteinas que forman
los canales Kir, que han sido nombrados como KCNJ. Actualmente, la familia de canales Kir
se compone de 7 subfamilias (Kirl a Kir7) (Tabla 13), con distintas propiedades, diferente
distribucion y mas o menos bien definidas funciones fisioldgicas para cada una de ellas (Kubo

y cols., 2005). Las proteinas Kir presentan entre 327 y 501 aminoacidos y una homologia
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estructural de entre un 30 y un 40%, mientras que dentro de cada subfamilia el grado de
homologia llega a alcanzar el 60%.

Los canales Kir se pueden dividir en 4 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 q&iKL, Kir4 y Kir7).

3.2. La rectificacion interna en los canales Kir

Los canales rectificadores internos representan una gran familia de canalesnda Hue
sus membros comparten bastantes semejanzas estructurales. Sin embargo, aunque todos los
canales Kir presentan una relacion |-V con rectificacion interna, existen grandes diferencias
en su grado de rectificacion, su regulacion y su distribucion (Tabla 13). Las subfamilias Kir2
y Kir3 son las que presentan corrientes con una rectificacion interna mas marcada (los canales
gue se han denominado como “muy rectificadores”) (Figura 22), similar a la originalmente
descrita por Katz en musculo esquelético (Katz, 1949). En el corazén, sélo hay dos corrientes
con estas caracteristicas:/la, una corriente constitutivamente activa que presenta mayor
densidaden el ventriculo que en la auricula, y llaach, Una corriente activada por la
estimulacion del receptor muscarinico,M/ que presenta mayor densidad en el tejido
auriculr, en el nodo AV y en el nodo SA, donde juega un papel muy importante en la

regulacion vagal de la frecuencia cardiaca.

A ','/ B Potencial de membrana (mV)
10.2
S 0.0 &
140 -60 20 B } R
Ag +170 02 Ag
. 3 1 mM K 0.4 3
_ Betcet::gacmn 1-0.5 % 4 mM IK* o
-—- C":)nductancia E [ ]e 1-0.6 g
6hmica g. --0_8 %
o 110
Potencial de membrana (mV) 10 mM [K'],

Figura 22. Caracteristicas de la rectificacion interna en la Ig;. (A) Relacion I-V de la corrienté,.1. Se
muesta la corriente esperada si el comportamiento del canal siguiese la ley de Ohm (linea puiBeada).
Efectos de la [K|, sobre lali 1. [Adapatadas de Dhamoon y Jalife, 2005 (A) y Gémez y cols., 2009 (B)]

Existe una tercera corriente cardiaca con rectificacion internk,al@, cuya actividad
estaregulada por las concentraciones intracelulares de ATP y ADP, aunque es una corriente
que presenta una rectificacion mucho méas débil (Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y
Lopatin, 2010).
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3.2.1. Propiedades de la rectificacion interna “clasica”

Los canales ionicos se pueden considerar como resistencias eléctricas situadas en la
membrana plasmatica que pasan cargas en forma de iones entre dos compartimentos (los
medios intra- y extracelular). Las resistencias que son independientes del tiempo y del voltaje
tienen una relacion |-V lineal que se describe mediante la ley de Ohm:

(7) Voltaje = Intensidad - Resistencia

La rectificacion interna se puede describir como una relacion I-V no lineal donde aparece
una reduccién muy marcada y dependiente de voltaje de la amplitud de la corriente conforme
se produce la despolarizacion de la membrana. Esta reduccién, que tiene lugar
aproximadamente en el rango de potenciales entre -60 y -20 mV, presenta lo que se denomina
como “pendiente negativa” (Figura 22A), que es caracteristica de este tipo de canales. Como
resultado de esta relacion I-V no lineal, se obtiene una corriente mayor en un sentido que en
otro: los canales de'Kjue presentan rectificacion interna generan una corriente de entrada de
granamplitud a potenciales mas negativos fg) mientras que a potenciales mas positivos
genean una corriente de salida de mucha menor amplitud (Figura 22).

Otra propiedad exclusiva de estas corrientes es que la rectificacion presenta dependencia
de la [K]e. Concretamente, un aumento de ld]fproduce una despolarizacion d&l, un
aument de la probabilidad de apertura y el desplazamiento hacia potenciales mas positivos
de la relacién |-V (en paralelo al desplazamiento K¢l dando lugar a un fenédmeno de
“sobrecuzamiento” (ocrossover) entre las relaciones |-V obtenidas para cada una de las
diferentes [K]e (Figura 22B). Una importante consecuencia de este fendmeno es que la
amplitud de la corriente aumenta a potenciales mas positivos del punto de “sobrecruzamiento”
en lugar de disminuir, como seria de esperar debido a la reduccion de la fuerza electromotriz

que se produce al aumentar IaJK(Figura 22B).

3.2.2. Mecarimos moleculares de la rectificacion interna

Hace 40 afios, Clay Armstrong sugirié que la rectificacion interna de estos canales podria
deberse al blogueo dependiente de voltaje del poro i6nico por una molécula cargada
positivamente, y que la disociacion de este bloqueante de su sitio de union al canal por el K
extracelular explicaria la anémala dependencia de Ti[tfue presenta la corriente de salida
(Armstrong, 1969). A finales de los afios 80, se demostré que &l iMtgacelular puede
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ocasionar la rectificacion interna della en miocitos ventriculares a través del bloqueo del
poro del anal (Matsuda y cols., 1987; Vandenberg, 1987). Sin embargo, las propiedades de la
rectificacién ocasionada por el Kfgno son suficientes para describir cuantitativamente la
fuerte rectificacion que exhibe esta corriente, ya que la dependencia de voltaje del bloqueo
producido por el Mg es débil, y en muchas células la rectificacién persiste atn cuando se
elimina el Md* (Oliva y cols., 1990; Martin y cols., 1995). El modelo de rectificacién interna
basado e una particula inactivante volvié a ser tenido en consideracion poco tiempo después
gracias al clonaje de los primeros canales Kir a principios de los 90 (Ho y cols., 1993; Kubo y
cols., 1993a y 1993b), que facilitd el estudio de los procesos de rectificacion. A partir de
entonces, diversos trabajos demostraron que las propiedades basicas de la rectificacion interna
se podian explicar por el potente bloqueo dependiente de voltaje producido por una familia de
cationes organicos intracelulares denominados poliaminas (espermina, espermidina y
putrescina) (Fakler y cols., 1994; Ficker y cols., 1994; Lopatin y cols., 1994; Fakler y cols.,
1995).

Las poliaminas estan presentes en todos los tipos celulares y sus concentraciones
intracelulares alcanzan el rango milimolar bajo (Cohen, 1998). Sin embargo, solo las
poliaminas libres originan la rectificacion de los canales Kir (Yan y cols., 2005) y la mayoria
de las poliaminas se encuentran unidas a diferentes moléculas intracelulares como el ADN, el
ARN o el ATP (Watanabe y cols., 1991). Entre las poliaminas, la espermina (tetravalente) es
la mas potente a la hora de ocasionar rectificacion interna, seguida de la espermidina
(trivalente), la putrescina (divalente) y los iones’Mgopatin y cols., 1994). De acuerdo con
el mecanismo de la rectificaciéon interna que se ha descrito, la “activacion” de los
rectificadores internos con la hiperpolarizacion de la membrana se debe a la disociacién de las
poliaminas y el M§" de sus sitios de unién en el poro. La espermina es la que presenta una
cinética de disociacidbn mas lenta, mientras que la disociacion tanto de putrescina como de

Mg?* es practicamente instantanea (Lopatin y cols., 1995; Ishihara, 1997).
3.2.3. Detaminantes moleculares de la rectificacion interna

Se han identificado varios aminoacidos que resultan criticos en la rectificacion de los
canales Kir. Entre ellos destacan un acido aspartico localizado en el M2 a la altura de la
cavidad hidrofila (correspondiente al D172 en la subunidad Kir2.1) (Lu y MacKinnon, 1994;
Stanfield y cols., 1994; Yang y cols., 1995a) y dos acidos glutamicos localizados en la
porcién citoplasmica (correspondientes a los residuos E224 y E299 en la subunidad Kir2.1)
(Yang y cols., 1995a; Kubo y Murata, 2001; John y cols., 2004).
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Se ha demostrado que las poliaminas se unen con gran afinidad a un sitio préximo tanto al
D172 como al filtro de selectividad, mientras que el anillo acidico formado por el E224 vy el
E299 constituye un sitio de unién de baja afinidad (Figura 23) (Xie y cols., 2003; John y cols.,
2004). Ambos sitios parecen actuar de forma coordinada, sirviendo el anillo formado por los 8
acidos glutamicos (2 por cada subunidad) como un primer sitio de unién que no ocluye el
poro totalmente, pero que favorece la posterior union al residuo D172, lo que produce
entonces el bloqueo completo del poro y el cese del paso de ibaesuKravés (Figura 23C)

(Xie y cols., 2003). Ademas, la gran longitud del poro permite la union de dos o mas
moléculas de espermina (la poliamina de mayor longitud=é6al8 A) a un mismo tiempo.

Sin embargo, estos residuos no son los Unicos responsables de la rectificacion y, de hecho, se
ha demostrado la implicacion de otros residuos cargados (los acidos asparticos en las
posiciones 255 y 259, principalmente) (Pegan y cols., 2005; Fujiwara y Kubo, 2006; Kurata y
cols., 2007).

Se ha relacionado la cantidad de cargas negativas presentes en la cavidad hidréfila del
poro con el grado de rectificacion que presenta el canal (Pegan y cols., 2005). Asi, los canales
qgue presentan mayor rectificacion (Kir2) presentan 5 cargas negativas (los residuos D172,
E224, D255, D259 y E299 en Kir2.1) mientras que un canal poco rectificador como es el
Kir6.2 solo presenta 1 de estas cargas. En este sentido, la introduccion de un residuo cargado
negativamente adicional orientado hacia la cavidad hidréfila del poro en este canal le confiere
caracteristicas de canal muy rectificador (Kurata y cols., 2004).

Sin embargo, la cantidad de cargas negativas no es capaz de explicar por si sola el
fendmeno de la rectificacion ya que existen excepciones, como el canal Kir4d.1 (muy
rectificador, aunque presenta “solo” 3 cargas) (Fakler y cols., 1996a) o el canal Kir7.1 (poco
rectificador, aunque también presenta 3 cargas) (Ddéring y cols., 1998).

A pesar de todos los estudios existentes sobre el fendmeno de la rectificacion inducido por
poliaminas, existen ciertos detalles del mecanismo de bloqueo, como el origen de la
dependencia de voltaje de la rectificacion (Shin y Lu, 2005) o la identificacién de los sitios de
union de las poliaminas (Kurata y cols., 2006 y 2007), que siguen sin estar plenamente
resueltos. Por ello, diversos autores han propuesto mecanismos diferentes para explicar la

rectificacion (Aleksandrov y cols., 1996; Lee y cols., 1999).

3.3. Estructura de los canales 2TM/1P

La arquitectura general de los canales Kir y los principales determinantes moleculares de

su permeabilidad al Ky la rectificacion han sido ampliamente descritos. A partir de las
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estructuras cristalizadas de diferentes canales bacterianos homélogos primero (Doyle y cols.,
1998; Jiang y cols., 2002a; Jiang y cols., 2002b; Kuo y cols., 2003), de la cristalizacion de la

estructura del dominio citoplasmico de varios canales Kir de mamiferos después (Nishida y
MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005) y del canal Kir2.2 completo (Tao y cols., 2009) se ha

podido avanzar en el conocimiento de los aspectos fundamentales de la estructura y del
funcionamiento de este tipo de canales 8¢Mgura 25 y Tabla 14).

Figura 23. Determinantes moleculares de la rectificacion interna inducida por poliaminas. (A) Vista

superior de la region del poro citoplasmico de Kir2.1, con los residuos E224 y E299 orientados hacia el poro y 4
moléculas de diamina (DA8) unidas a ell@) Representacion esquematica de la geometria de la region del
poro citoplasmico en la que se muestran las distancias intra e intermoleculares entre los residuos E224 y E299.
(C) Modelo de coordinacion entre el sitio de unién de las poliaminas en el poro transmembrana (D172) y los
sitios de unidn en el poro citoplasmico (E224 y E288)aptadas de Xie y cols., 2003]

Atendiendo a su secuencia, los canales Kir presentan una homologia mayor que la de otros
canales de K Esta homologia no se reduce sélo a los segmentos TM (como ocurre en los
canals Kv, por ejemplo), sino que se extiende desde aproximadamente 40 aminoacidos antes
del primer segmento TM (denominado M1) hasta alrededor de 200 aminoacidos mas alla del

segundo segmento TM (denominado M2), lo que significa casi los dos tercios de la proteina y
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sugiere gque estas regiones se encuentran formando una estructura organizada, posiblemente

con una funcién comun para todos los canales Kir.

Canal Caracteristica Resolucion PDB id Especie Referencias

KesA Activado por pH 20A 1BL8 Streptomyces lividans Doyle y cols., 1998
KesA Activado por pH - 1F6G Streptomyces lividans Cortés y cols., 2001
MithK Activado por C& 3.30A 1LNQ Methanobacterium Jiang y cols., 2002fp

thermoautotrophicum

Kir3.1 Domino intracelular 1.80 A IN9P Ratus norvegicus Nishida y
MacKinnon, 2002

KirBacl.l | Rectificador interno 3.65A 1P7B Burkholderia pseudomallei | Kuo y cols., 2003

Kir2.1 Dominio 2.40 A 1U4F Mus musculus Pegan y cols., 200%
intracelular
Kir3.1 Dominio 2.10 A 1U4E Ratus norvegicus Pegan y cols., 200"
intracelular
KirBac3.1 | Rectificador interno 9.0A 1XL4 Magnetospirillum Kuo y cols., 2005
magneticum
KirBacl.3 Quimera 2.20 A 20QKS  Burkholderia xenovorans Nishida y cols.,
+Kir3.1 +Mus musculus 2007
Kir2.2 Canal completo 3.10 A 3IYC  Gallus gallus domesticus Tao y cols.,
2009

Tabla 14. Canales 2TM/1P cuya estructura cristalografica ha sido resuelta. PDBid: NUmero de acceso a la
estructura cristalizada y depositada eRrekein Data Bank.

» Dominio transmembrana

Los primeros canales 2TM/1P cristalizados fueron los canales bactekianb$Figura
25A) (Doyle y cols., 1998) wthK (Figura 25B) (Jiang y cols., 2002a). La estructura resuelta
para ambos canales demuestra que estan formados por cuatro subumidhsi@gestas
simétricamente alrededor de un poro central. Cada subunidad consta de dos segmentos TM
(M1 y M2) con una estructura de hélioey los segmentos N- y C-terminales, que son
intracelulares. ElI M1 y el M2 estan conectados por una secuencia de aproximadamente 30
aminoacidos (denominada “lazo P”) en la que se encuentra una porcion con estructura en
hélicea (denominada H5) y el filtro de selectividad del canal (la secuencia T-X-G-Y(F)-G)
(Doyle y cols., 1998; Jiang y cols., 2002a). El segmento M2 tapiza la luz del poro, mientras
gue el segmento M1 se encuentra orientado hacia el exterior del poro, embebido en la
membrana lipidica.

Mientras que el candlcs4 fue cristalizado en una configuracion cerrada, el cafak

fue cristalizado en una configuracion abierta, por lo que la resoluciéon de ambas estructuras
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permitid una primera descripcion de los cambios que se producen en el canal en las
transiciones entre ambos estados (Doyle y cols., 1998; Jiang y cols., 2002a). En el estado
abierto, las hélices de los segmentos M2 se desplazan hacia el exterior, de manera que la boca
intracelular del poro se ensancha y permite el flujo de iones desde el citoplasma hasta el filtro
de selectividad (Jiang y cols., 2002a). Este ensanchamiento en la boca citoplasmica del canal
es posible gracias a la presencia de un residuo glicina (en la posicién %cei elen la 83

en el MthK que le confiere flexibilidad y funciona a modo de bisagra (Perozo, 2002).

Posteriormente, se resolvio la estructura de los canales bacterianos KirBacl.1 (Kuo y
cols., 2003) y KirBac3.1 (Kuo y cols., 2005), muy similares a los canales anteriormente
descritos salvo por el hecho de que presentan una pequefia hélice adicional (formada por 11
residuos y denominadasl/ide helix”) situada en el extremo N-terminal del M1 y que se
dispone paralela a la membrana plasmatica (Figura 25D). El canal KirBacl.1 presenta ademas
una fenilalanina en la posicion 146 (en la region inferior del M2), similar a la que presenta el
canalKcsA en la misma region, que se ha propuesto que interviene en el control de la apertura
del poro (Kuo y cols., 2003). Comparado con el otro canal cristalizado en estado cerrado
(KcsA), el canal KirBacl.1 presenta una cavidad central hidrofila méas pecetBidd (de
diametro) y una diferente disposicion de los aminoacidos del filtro de selectividad (Kuo y
cols., 2003).

Pese a la pequefia diferencia entre los radios atémicos I3 A) y del N4 (0.95 A),
los anales de K son capaces de discriminar entre ambos con una selectividad superior a
1000 vecsy conseguir una velocidad de conducciér=tié® iones/s. El filtro de selectividad
se enaentra en una region del lazo P formada por una secuencia de aminoacidos altamente
conservada en todos los canales deléhominada “secuencia de selectividad &l Kque se
caraderiza por presentar la secuencia T-X-G-Y(F)-G (Figura 24) (MacKinnon y Yellen,
1990; Heginbotham y cols., 1994).

Una vez en la cavidad central, el iofi gierde su capa de solvatacion para acceder al
filtr o de selectividad. Para compensar el coste energético que supone la deshidratacién del ion
al atravesar el filtro, los &tomos de oxigeno de los radicales carbonilos de los residuos T-X-G-
Y(F)-G hacen las veces de moléculas de agua, de manera que, durante su paso a través del
filtro de selectividad, los iones’Kse encuentran rodeados de ocho atomos de oxigeno en una
dispositon similar a la que adoptan las moléculas de agua que rodean a los iceesK
medio &uoso (Figura 24B) (Roux y MacKinnon, 1999; Zhou y MacKinnon, 2003). EI menor

radio atomico del Nahace que la distancia hasta los atomos de oxigeno que lo rodean al
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atravesar el filtro de selectivodad sea mayor y, por tanto, su deshidratacion no sea

energéticamente tan favorable como la de los iofies K
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Figura 24 Representacion esquematica del filtro de selectividad de los canales de K'. (A) Representacion
esqiematica de dos de las subunidades que forman elKangen una vista lateral, con la region que forma el
filtro de selectividad sefialada en rojo. Los sitios de unién de los iones Kepresentan como esferas verdes y
las moléculas de agua como esferas rojB3.Detalle de la secuencia del filtro de selectividad del ckaal,
donde se representan como esferas verdes los cuatro posibles ocupados por I3s ididestddas de Zhou y
MacKinnon, 2003]

Ademas el filtro de selectividad presenta una longitud=d€ A, por lo que se ha
postulado que a lo largo del filtro pueden llegar a encontrarse 2 idrne®.K A) separados
por unamolécula de agua (Morais-Cabral y cols., 2001; Zhou y MacKinnon, 2003), de
manera que la entrada del segundo ion produciria una repulsion electrostatica mutua que
compensaria la atraccion del filtro de selectividad por el primer fonp€oduciria su salida

hacia ¢ espacio extracelular (Doyle y cols., 1998).

» Dominio citoplasmico
Hasta la fecha se ha obtenido la estructura cristalizada del dominio intracelular del canal
KirBacl (Kuo y cols., 2003) y de los canales de mamifero Kir3.1 (Figura 25C) (Nishida y
MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005), Kir3.2 (Inanobe y Kurachi, 2011), Kir2.1 (Pegan y
cols., 2005) y Kir2.2 (Tao y cols., 2009; Hansen y cols., 2011). Todas estas estructuras

cristalizadas comprenden una pequefia porcion del extremo N-terminal (amino&cidos del 41 al
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64 del Kir2.1, del 40 al 63 del Kir2.2 y del 41 al 63 del Kir3.1) y el extremo C-terminal casi
completo (aminoéacidos del 189 al 428 del Kir2.1, del 188 al 427 del Kir2.2 y del 189 al 371

Filtro de
\ selectividad
s

Filtro de
selectividad

transmembrana

Slide helix

A

Poro
citoplasmico

INTRACELULAR

Figura 25. Canales 2TM/1P. (A) Estructura del candcs4 en una vision lateral del tetrame(B) Estructura
cristalizada del candlfzhK 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 visién lateral (panel inf@jokodelo 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 distinguifil& helix (en rosa), los segmentos M1y M2 (en verde y
amarillo, respectivamente), el lazo P (en azul) y el dominio citoplasmico (en/eajepradas de Doyle y cols.,

1998 (A), Jiang y cols., 2002b (B), Nishida y MacKinnon, 2002 (C) y Kuo y cols., 2003 (D)]

del Kir3.1). Las estructuras de los canales Kir3.1 y Kir2.1 fueron resueltas en ausencia de
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIf), por lo que se ha propuesto que representan el estado
cerrado del canal (Nishida y MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005). Recientemente se han
podido cristalizar las estructuras de Kir2.2 y Kir3.2 en presencia de(lR#sen y cols.,

2011; Whothon y MacKinnon, 2011) ofreciendo una vision mas amplia del estado abierto del

canal.
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Figura 26. Alineamiento de las secuencias de los canales Kir2.1, Kir3.1 y KirBacl.1. En gis, los diferentes
elementos de la estructura secundaria del dominoio transmembrana (M1, H5 y M2) y del dominio citoplasmico:
2 hélicesa (oA y aB) y 14 segmentof (BA a BN) y en recuadros rojos, los residuos que miran al poro
citoplasmico. Ademas, aparecen sefialados los residuos GYG del filtro de selectividad (en rosa) y algunos
residuos relacionados con el sindrome de Andersen (en azul) o implicados en la rectificacion (en verde).
[Adaptada de Pegan y cols., 2005]

El donminio citoplasmico de los canales Kir esta formado por aminoacidos de las cuatro
subunidades del tetramero y presenta importantes diferencias respecto a las estructuras
tetraméricas de los dominios T1 (Kreusch y cols., 1998) y de las subunfilgGesbis y
cols., 1999 y 2000) de los canales Kv ya que éstos no forman un poro central que permita el
paso de los iones™Ksino que su papel parece limitarse a mediar las interacciones entre las
subunidadedel canal y de los canales con otras proteinas y ligandos intracelulares. La
longitud del dominio citoplasmico de los canales Kir es, al menos, la misma que la de la
porcién transmembrana (Figura 25D), lo que hace que estos canales presenten un poro iénico
con una longitud total que es aproximadamente el doble de la de otros canalgsaie &)

(Nishida y MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005). Ademas, diferentes estudios han
permitido determinar que el diametro del poro citoplasmico es de alrededor de 20 A en estado
abierto (Lu y cols., 1999) y de entre 7 y 15 A en estado cerrado (Nishida y MacKinnon,
2002), es decir, lo suficientemente amplio como para permitir la presencia de los iones

hidratados en su interior en ambos casos.
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Las estructuras resueltas muestran una elevada organizacion en los dominios
citoplasmicos de los canales Kir3.1, Kir3.2, Kir2.1 y Kir2.2 (Nishida y MacKinnon, 2002;
Inanobe y Kurachi, 2011, Pegan y cols., 2005, Tao y cols., 2009, Hansen y cols., 2011),
habiéndose descrito la presencia de 2 hélicgA y aB) y 14 segmentof (BA a BN)

(Figura 25). Basicamente, en cada subunidad se distinguen tres elementos: dosflaminas
(formadas por los segmentBB, BE, BH y BI la primera y por los segment@i8, BC, G y

BJ la segunda) que se encuentran en el interior de cada subunidad, y una tercera lamina
(formada por los segment@#, BL y BM) que se dispone en el exterior, cerca de la cara
interna de la membrana (Figuras 25 y 26) (Pegan y cols., 2005). En esta tercera lamina, cada
uno de los 4 segment@, localizados en los extremos N-terminales, interacciona con el
extremo C-terminal de una subunidad vecina, por lo que se ha sugerido que estos segmentos
participan en el ensamblaje de los dominios citoplasmicos de las subunidades Kir.

La parte mas estrecha del dominio citoplasmico (2.8-5.7 A) la constituyen dos lazos
gue se encuentran mirando hacia el poro, formados por los aminoacidos que se localizan entre
los segmentofC y BD (el “lazo CD”) y entre los segment@#l y BI (el “lazo G”) (Figura
26), y que se disponen como un anillo alrededor del eje del poro (Figuras 27A y B).
Curiosamente, ambos lazos se encuentran precedidos por un residuo glicina (la Gly215 antes
del lazo CD y la Gly300 antes del lazo G, segun la numeracion de Kir2.1), lo que sugiere que
son secuencias que presentan cierta flexibilidad y movilidad. De hecho, segun las estructuras
cristalizadas de Kir2.1, Kir2.2, Kir3.1 y Kir3.2, los lazos G de ambos canales presentan
conformaciones diferentes, lo que confirma que se trata de estructuras suficientemente
flexibles como para permitir los cambios conformacionales que tienen lugar con la activacion
del canal (Pegan y cols., 2005). La alanina en posicién 306 se encuentra en la parte superior
del lazo G del canal Kir2.1 (Figura 27A) y constituye el punto de mayor estrechez del poro
citoplasmico. Segun las estructuras cristalizadas de los dominios intracelulares de Kir2.1 y
Kir3.1, la apertura del poro i6nico al nivel de esta Ala306 no es lo suficientemente amplia
como para permitir el paso del ion',Klo que parece confirmar que ambas estructuras
representan el estado cerrado del canal. Estudios de mutagénesis demuestran que la
sustitucién de esta alanina por cualquier otro aminoacido mas voluminoso da como resultado
canales no funcionales, posiblemente porque se producen cambios en la conformacion del
lazo G que impiden estéricamente el paso de iofestkavés del poro (Pegan y cols., 2005).

En estucturas recientes se ha observado como el fRtHita el desplazamiento de el lazo G
(Han®n y cols., 2011; Whorthon y MacKinnon, 2011).
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Se ha demostrado la participacion de varios de los aminoacidos del lazo G en la
regulacion de los canales Kir: a) la sustitucion de la Cys311 del canal Kir2.1 por residuos
polares (serina), cargados (arginina) o alifaticos (alanina) reduce la probabilidad de apertura y
modifica elgating del canal Kir2.1 (Garneau Yy cols., 2003); b) la region Glu311-Gly335 del
canal Kir3.2 participa en la regulacién por proteinas G de este canal (lvanina y cols., 2004;
Clancy y cols., 2005); c) el lazo G participa en la dependencigadef con el pH de los
canales Kirl.1 (Schulte y cols., 1998). Ademas, se ha propuesto que el lazo G puede
participar en ekating de los canales Kir por promover cambios alostéricos en el filtro de
selectividad o por modificar la afinidad por el P(Bu y cols., 2001; Garneau y cols., 2003;
Pegay cols., 2005; Hansen y cols., 2011).

La cavidad central del poro citoplasmico presenta una alta concentracion de residuos con
carga negativa (Nishida y MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005), entre los que destacan dos
anillos acidicos: el primero formado por dos acidos glutamicos (E224 y E299), y el segundo,
por dos acidos asparticos (D255 y D259) (Figuras 25B y 28A y B).

Como se ha mencionado previamente, ambos anillos estan implicados en la rectificacion
interna que presentan estos canales (Xie y cols., 2003; John y cols., 2004; Pegan y cols., 2005;
Fujiwara y Kubo, 2006; Kurata y cols., 2007). Dada la longitud del poro citoplasmico y la
concentracién de cargas negativas que presenta, Nishida y MacKinnon (2002) han propuesto
la posibilidad de que se puedan concentrar varios ioh&s Kesta region del poro. Como no
exisen sitios especificos de interaccion entre esta region del poro y dichos iones, éstos
estarian localizados al azar a lo largo del poro (Nishida y MacKinnon, 2002).

Con la despolarizacién de la membrana, se produciria la entrada en el poro de una
molécula de poliamina (cargada positivamente) desde el medio intracelular, lo que desplazaria
los iones K hacia el poro transmembrana y, de ahi, al medio extracelular. Posteriormente, la
interaccion de la poliamina con sus sitios de union bloquearia el poro completamente,
impidiendo el paso de mas iones KNishida y MacKinnon, 2002). Este mecanismo
explicaria algunas de las caracteristicas de la rectificacion interna relacionadas con la
dependencia de voltaje del bloqueo producido por poliaminas y cationes intracelulares

(Lopatin y cols., 1994; Domene y cols., 2003).
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Hélice aB

Figura 27. Estructura del dominio citoplasmico de los canales Kir. (A-B) Estructura cristalizada del dominio
citoplasmico del canal Kir2.1 (PDB: 1U4F) en vistas latéAaly superior(B). En diferentes colores, aparecen
sefialados dos de los principales residuos del lazo G (M301, en naranja, y A306, en rojo) y los residuos de los
dos anillos acidicos: el anillo de acidos glutamicos (E224 y E299, en azul claro y oscuro, respectivamente) y el
anillo de acidos asparticos (D255 y D259, en verde claro y oscuro, respectivamente).

La hélce a presente en el extremo C-terminal del dominio citoplasmico (la h#Bye
protuye hacia el interior celular (Figuras 25C y 28A) (Nishida y MacKinnon, 2002). La
porcién del extremo C-terminal que se extiende mas alla del segfierfttonde se incluye

esta hélicexB) presenta una homologia mucho menor entre los diferentes canales Kir que el
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resto de la proteina, por lo que se puede descartar una funcion comun de esta region para
todos ellos. Sin embargo, si se compara la secuencia de estaoiBeliieelos miembros de

una misma subfamilia, la homologia sigue siendo muy elevada, por lo que se ha propuesto
gue puede estar participando en las interacciones del canal con otras proteinas o mediadores
intracelulares. Esto ocurre, por ejemplo, para los 4 canales Kir regulados por proteinas G
(canales Kir3.1-Kir3.4) (Yamada y cols., 1998), por lo que se ha sugerido que esta region
podria participar en la regulacion de los canales Kir3 por proteinas G (Albsoul-Younes y
cols., 2001; Nishida y MacKinnon, 2002).

Mas alld de la hélicenB, la estructura del extremo C-terminal no ha podido ser
cristalizada, lo que indica que esta region presenta una estructura extremadamente flexible y
desordenada y/o que para formar una estructura rigida precisa de la presencia del extremo N-
terminal completo (las estructuras de los dominios citoplasmicos cristalizados carecen de los
40 primeros aminoacidos de este extremo) o de otras proteinas citoplasmicas con las que
interacciona (Pegan y cols., 2005). A este respecto, en esta region se ha identificado un
dominio PDZ de interaccion con proteinas de anclaje a la membrana (PSD-95, SAP90, PSD-
93, SAP97) (Cohen y cols., 1996; Nehring y cols., 2000; Inanobe y cols., 2002; Leonoudakis
y cols., 2004).

3.4. Principales corrientes cardiacas generadas a través de canales 2TM/1P

Dentro de la familia de canales Kir, las subfamilias Kir2, Kir3 y Kiré son las que se
expresan en el tejido cardiaco: los canales Kir2 participan en la formacién de los canales que
generan ldk; (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 lalk ach, responsable de los efectos cronotropicos e inotropicos negativos observados
trasla estimulacion vagal (Yamada vy 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 ATR Afr), responsable del acortamiento de la DPA que

ocurre duante la isquemia (Nichols y cols., 1996; Seino y Miki, 2003).
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3.4.1. LaIK,ATp

En el corazon, la corriente rectificadodaatp juega un importante papel durante la
isquema miocardica y en el precondicionamiento isquémico (Seino y Miki, 2003; Nerbonne
y Kass, 2005).

3.4.1.a. Caracteristicas de la Ix 41p

Los anales Krp son inhibidos fisiolégicamente por el ATP intracelular, lo que permite
acoplarel Ey, al metabolismo celular (Yokoshiki y cols., 1998; Seino y Miki, 2003). En el
mecansmo de rectificacién intervienen los iones intracelulare$'Md\a', que bloquean el
canal @ su estado abierto (Horie y cols., 1987).

Se ha demostrado que ratones Kif6.@resentan una menor tolerancia al ejercicio
asociga a un aumento del volumen telesistélico residual, un inadecuado manejd'del Ca
arritmias ventriculares y muerte subita tras la estimulacion simpdtica, lo que sugiere que las

subunidades Kir6.2 son las responsables de la adaptacion al estrés (Zingman y cols., 2002).

Figura 28. Estructura de los canales K rp. Modelo estructural del canal ¢ cadiaco formado por 4
subundades Kir6.2 (en rojo y amarillo) y 4 subunidades SUR2A (en azul). Cada subunidad Kir6.2 esta formada
por 2a-hélices TM y un largo dominio citoplasmico con un sitio de unién para el ATP. Cada subunidad SUR2A
contiene 3 dominios TM y 2 dominios de unién a nucleétidos (NBD) citoplasnjiddgptada de Moreau y

cols., 2005]

3.4.1.b. Composicion de los canales que generan la Ix 47p

El canal Karp cardiaco es el resultado de la asociacion de 4 subunidd€ies.2 con 4
subunidadesauxiliares SUR2A (Yokoshiki y cols., 1998; Seino y Miki, 2003). Las
subunidadest 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
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auxiliares SUR2A tienen 3 dominios TM (TMDO, TMD1 y TMD?2), constituidos por 5,5y 6
segmentos, respectivamente, y 2 dominios de unién a nucleétidos (NBD1 y NBD2,
Nucleotide Binding Domain), localizados en el lazo de unién entre TMD1 y TMD2 y en la
region C-terminal, respectivamente (Figura 28) (Conti y cols., 2001; Seino y Miki, 2003).
Estas subunidades son las que confieren al canal la sensibilidad al ADP, a las sulfonilureas y a
los “activadores” del canal (Yokoshiki y cols., 1998; Moreau y cols., 2000; Seino y Miki,
2003). La hidrolisis del ATP en los sitios NBD de SUR2A permite el paso’ detiavés de

la subuniad o Kir6.2 (Yokoshiki y cols., 1998; Seino y Miki, 2003).nSembargo, hay
estudios que demuestran la existencia de canalgs ¢ardiacos sin la presencia de la
subunidad BR (Pu y cols., 2001), por lo que la estructura molecular exacta del canal que

genera ladatp en el miocardio sigue siendo controvertida.

3.4.1.c. Regulacion de la Ik 41p

La Ikate Se inhibe por el ATP intracelular, mientras que se activa por el adenosin
difosfao (ADP), por lo que podemos decir que la actividad de los canales que la generan esta
regulada por el cociente ATP/ADP (Yellen, 2002). Ademas, al igual que en los canales
Kir2.1, el canal Kkp esté regulado por el Rl otros lipidos de membrana. El PIRteractla
direcamente con dos residuos arginina del extremo C-terminal de las subunidad Kir6.2 (R176
y R177), estabilizando el estado abierto del canal y antagonizando la inhibicidon producida por
el ATP (Fan y Makielski, 1997; Lopatin y Nichols, 2001).

Farmacol6gicamente, g atp €S inhibida por las sulfonilureas (glibenclamida, glicazida,
glipizida, glimepirida, tolbutamida) y por secretagogos de accion rapida como las glinidas
(repaglinida, nateglinida) y activada por farmacos como el pinacidilo, la rimakalima, el
nicorandil y la cromakalina. Los inhibidores dddarp previenen el acortamiento de la DPA
y la incidencia de FV durante la isquemia miocardica (Sanguinetti y Salata, 1996; Grover y
Garlid, 2000). Por ello, pueden representar una nueva estrategia terapéutica en pacientes con
arritmias ventriculares y enfermedad coronaria. Sin embargo, los cangtesskan también
presengs en las célulaf pancreaticas y en el musculo liso, por lo que los bloquealate
estos canales podrian producir hipoglucemia y vasoconstriccion coronaria, efectos que harian
disminuir sus ventajas como farmacos antiarritmicos (Seino y Miki, 2003). Por su parte, los
activadores de ldkatp han demostrado efectos cardioprotectores en diversos modelos
expermentales miocardicos de isquemia/reperfusion, asi como en pacientes con infarto de
miocardio agudo (Sanguinetti y Salata, 1996; Grover y Garlid, 2000). Sin embargo, también
producen la activacion de los canalegrKvasculares (formados por el ensamblaje de las
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subunidades Kir6.1 y SUR2B), ocasionandose una respuesta hipotensiva que limita su uso en
pacientes con infarto de miocardio (Seino y Miki, 2003). Estos activadores producen ademas
un marcado acortamiento de la DPA, lo que en pacientes con SQTL1 disminuye la dispersion
transmural de la repolarizacion y contribuye a suprimir la aparicion de pospotenciales

precoces y tardios (Di Diego y Antzelevitch, 1993; Shimizu y cols., 1998).

3.4.1.d. La Ix 41p en diversas patologias

La apetura de los canalesAfe durante la isquemia miocardica produce un acortamiento
en laDPA y una disminucién en la entrada de*'Ca través de los canales tipo L. Ambos
efecbs previenen la sobrecarga de®’Careservan los niveles de ATP y aumentan la
supervivecia celular (Grover y Garlid, 2000; Gogelein, 2001). La activacion de los canales
Katp juega un papel importante en el fenbmeno de precondicionamiento isquémico, de tal
forma que los corazones expuestos a breves episodios de isquemia resisten mejor una
posterior oclusion coronaria prolongada, reduciendo el tamafio del infarto y la incidencia de
arritmias. Por contra, el acortamiento en la DPA, la acumulacion “dexttacelular, la
despolaizacion de la membrana y la disminucion en la velocidad de conduccion producidos
por la apertura de los canalegrKen condiciones de isquemia hacen al miocardio isquémico
mas ensible a las arritmias por reentrada (Sanguinetti y Salata, 1996). Recientemente, se ha
sugerido este efecto en el precondicionamiento isquémico es debido a la activacion del canal
Katp mitocondrial (mitokyrp), y no a la activacion del canale situado en el sarcolema
(sacKatp) (Grover y Garlid, 2000), ya que los agonistas del mytpieproducen los efectos
del preondicionamiento isquémico, mientras que los inhibidores selectivos de estos canales
suprimen la cardioproteccion inducida en el precondicionamiento isquémico. El hecho de que
los canales mitoksp Y Sarckarp tengan propiedades farmacolégicas diferentes plantea la
posibilidad de desarrollar nuevos farmacos que produzcan la apertura selectiva del canal
mitoKatp, con lo que se podrian evitar los efectos secundarios hemodinamicos y
electofisiologicos de los activadores de los canalegpKde primera generaciéon (no

seledtivos).

3.4.2. LaIK,ACh

A prindpios del siglo XX, Otto Loewi establecio el concepto de transmision sinaptica
qguimica, tras la descripciéon de que la liberacion de ACh producida tras la estimulacion vagal
disminuia la frecuencia cardiaca (Loewi, 1921; Loewi y Navaratil, 1926). Sin embargo, hubo
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gue esperar hasta la mitad de ese siglo para que Del Castillo y Katz describieran la
hiperpolarizaciéon de la membrana celular inducida por ACh en el corazén de rana (Del
Castillo y Katz, 1955). En los afios 50, el grupo de Trautwein observé un incremento de la
conductancia al Ktras la estimulacion vagal (Hutter y Trautwein, 1955; Trautwein y Dudel,
1958). Posdriormente, analizaron la cinética deljainducida por ACh en el nodo SA de
conejo ypropusieron que la ACh activaba una poblacién especifica de canales (a los que
llamaron Kicn) que enlentecia la actividad marcapasos del nodo SA (Noma y Trautwein,
1978; Ostaieder y cols., 1981).

3.4.2.a. Caracteristicas de la Ix 4cn

La densidad de los canales\i es muy alta en las células marcapaso de los nodos SA y
AV, donderegula la frecuencia cardiaca (Mark y Herlitze, 2000). Ademas, juega un papel
importante en el control de la DPA en el tejido auricular, donde la densidadxgedas 6
veces myor que en el ventricular (Schram y cols., 2002).

La ACh estimula los receptores muscarinicos YMproduce la apertura de los canales
Kach que generan una corriente que se caracteriza principalmente por una activacion de
cinética sigmoidal dependiente de tiempo y de la dosis de agonista, por lo que se tardan
cientos de ms en alcanzar el pico de corriente (Breitwieser y Szabo, 1988). Posteriormente, y
aungue la ACh esté todavia presente, se produce la disminucion gradual de la corriente hasta
que se alcanza un nivel cercano al estado estable, denomipadésteady-state” (QSS)

(Figura 29A) (Kurachi y cols., 1987a).

La apertura del canal & inducida tras la estimulacion del receptor muscarinic@$té
mediala por una proteina G heteromeérica formada por una protejna b dimero G,
(Yamada y cols., 1998). En ausencia de agonistas, la mayor parte de las proteseas G
encuentan unidas al GDP, formando un complejo que posee una alta afinidad por la proteina
Gg,. La estimulacion del receptor muscarinico produce la disociacion del compl&Dig
lo que pemite la formacion del complejo S5TP que, a su vez, promueve la disociacion de
la proeina G, de la G. El dimero G, es la molécula que interactia con el canal
promoviendosu activacion (Figura 29D) (Yamada y cols., 1998). Se ha propuesto que la
desensibilizacion a corto plazo del canal estda mediada por la transicion del receptor
muscarinico M desde el estado de alta afinidad hasta el de baja afinidad. Esta transicion se
debe da disociacion de las proteinas G del receptor tras la aplicacion del agonista o por la
fosforilacion del receptor muscarinico,M la desfosforilacion del canal (Yamada y cols.,
1998).
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La activacion de ldk acnh hiperpolariza elEy,, redue la frecuencia de disparo de las
células de los nodos SA y AV y disminuye la velocidad de conduccion a través de éste ultimo,
efectos que explican por qué la estimulacion vagal o la adenosina intravenosa pueden parar

las taquiarritmias por reentrada intranodal (Snyders, 1999; Tamargo y cols., 2004)

3.4.2.b. Composicion de los canales que generan la Ix 4cn

Hastala 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 lagvzdin y cols., 1996).

En el corazon humano, los canales que generafk den estan formados por las
subunidads Kir3.1 y Kir3.4, que se ensamblan para formar una estructura tetrdmerica que
presenta una estequiometria 2:2 (Dascal y cols., 1993; Krapivinsky y cols., 1995; Yamada y
cols., 1998). Por el contrario, la presencia de Kir3.2 y Kir3.3 es minima o incluso nula
(Wickman y cols., 1998). Se ha demostrado que los ratones KipBesentan ademéas una
disminuddn de la proteina Kir3.1 y una total ausencia d& j&n en el corazén (Wickman y
cols., 1998).

Estos ratones tenian una frecuencia cardiaca normal en reposo, pero no desarrollaban
bradicadia tras la estimulaciéon vagal. Se ha postulado que la subunidad Kir3.1 requiere la
presencia de la subunidad Kir3.4 para translocarse a la membrana celular y formar asi el canal
funcional (Kennedy y cols., 1996; Yamada y cols., 1998). Las regiones N- y C-terminales de
la subunidad Kir3.1 son responsables de la unidn de la protgjrel Ganal, aunque se ha
visto que el extremo N-terminal de la subunidad Kir3.4 también puede participar en esta
unién (Huang y cols., 1995; Tucker y cols., 1996). La unién de la protgialac@nal parece
estarmediada, al menos en parte, por el extremo N-terminal de la Kir3.1 (Huang y cols.,
1995).

3.4.2.c. Regulacion de la Ik 4cn

La Ik ach €s estimulada por el ATP intracelular, el PyRa endotelina A (EA) e inhibida
por ladistension de la membrana (dependiente de la subunidad Kir3.4) y la acidificacion del
medio intracelular (Ji y cols., 1998; Shieh y cols., 2000; Tamargo y cols., 2004).
Para inhibir lalk ach de manera farmacoldgica se puede actuar tanto a nivel de los receptores
muscaimicos M, como sobre el propio canal. Asi, farmacos como la disopiramida, la
procanamida y la pilsicainida bloquean los receptores muscarinicos, mientras que la

flecainida y la propafenona actian sobre el canal en estado abierto (Inomata y cols., 1993).
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También se ha demostrado que el blogueo del canal por la quinidina y el verapamilo es
mediado, en parte, por un bloqueo de los receptores muscarinicos (Ito y cols., 1989). Ademas,
tanto el B& como el C§ han demostrado alta eficacia para bloguear los canales de K
regulalos por proteinas G. Estos cationes, cuando se aplican extracelularmente, inhiben la
Ik ach de manera dependiente de voltaje, con una mayor potencia cuaagdoattanza
valoresmas negativos (Carmeliet y Mubagwa, 1986).

A +40 mV B
=50 mV
500 ms B0 mV
osHz AT -l00mY <100 -80 -40 -20 +20 +40
CCh, 2uM v, (mV)
Corriente f— .

basal g e ach ‘ Corriente basal 5 pA/pF

..'.prl-ﬂ 250 ms
|4 pAF g Qss
60s " v, =+-100 mV IK.AGH{CCh'I' E}JM}
Pico

Receptor muscarinico M2

Subunidad GIRK1

Sitio de unién
de la Gpy, Gopy

Figura 29. Caracteristicas de la Iy scy y estructura de los canales K,c,. (A) Curso temporal de 13 ach

indudda por carbacol (CCh) tras la aplicacion del protocolo que se muestra en la parte superior. En la actividad
de la corriente se alcanza un pico de corriente seguida de una rapida desensibilizacién en la que se alcanza el
Qss.(B) Curva I-V en situacion control y tras la aplicacion de carbacol (GChEsquema 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 unién de proteinas G.y(Bg PIP
Repesentacion esquematica del proceso de activacion del capalpkr proteinas G en respuesta a la
activacion del receptor muscarinico,Ntas la union de ACh.Adaptadas de Dobrev y cols., 2005 (A-B) y

Yamada y cols., 1998 (C-D)]

3.4.3. Lalky
Hacemas de 50 afios, cuando la técnica de registro con dos microelectrodos estaba apenas

empezando a desarrollarse, uno de sus pioneros, Silvio Weidmann (Weidmann, 1955),

demostré que en las fibras de Purkinje del corazon de oveja existia una corriente rectificadora
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interna (denominada posteriormerig) similar a la que Bernard Katz habia descrito en
musculoesquelético en 1949 (Katz, 1949). Esta corriente presentaba su mayor densidad a
voltajes alrededor del potencial de membrana y disminuia con la despolarizacion de la
membrana. Corrientes similares fueron descritas después en trabéculas y masculos papilares
de ventriculo de perro (Mascher y Peper, 1969; Beeler y Reuter, 1970), asi como en tejido
auricular (Rougier y cols., 1968). A pesar de que estos estudios no profundizaban en el
mecanismo de rectificacion interna, describian por primera vez las principales caracteristicas
de lalki, asi como su significado funcional a la hora de estabilizar el PR celular (Hutter y
Noble, 1960Hall y cols., 1963; Noble, 1965; McAllister y Noble, 1966).

A potenciales mas negativos que el PRIklapresenta una conductancia mucho mayor
gue cudguier otra corriente, por lo que es la corriente encargada de fijar el PR cefga del
Postelormente, cuando llega el pulso despolarizante, los canales se mantienen cerrados
durante toda la fase de meseta y se abren a potenciales mas negativos que -20 mV. Por todo

ello, la k1 contribuye también a la parte final de la fase 3 de la repolarizacion.

3.4.3.a. Rectificacion interna y excitabilidad cardiaca

Las especiales caracteristicas de la rectificacion interna que exhiben los canales Kir2
hacen suponer que juega un papel fundamental en la estabilizacién del PR celular y en la fase
final de la repolarizacion (fase 3) del PA cardiaco, siendo su contribucion a la fase de meseta
minima o inexistente. De hecho, Zaritsky y cols. (2000, 2001) han demostrado en ratones
Kir2.1" que la supresién de Iz, produce un aumento de la actividad espontanea en miocitos
ventriculares disociados y una prolongacion de la DPA (Zaritsky y cols., 2000 y 2001). De la
misma forma, una supresion superior al 90% d&aleen ratones transgénicos mediante la
transkccion de un dominante negativo de Kir2.1 (Kir2.1-AAA, que forma canales no
funcionales porque se elimina el filtro de selectividad) produce una prolongacion de la DPA 'y
de los intervalos QRS y QT (McLerie y Lopatin, 2003). Sorprendentemente, el PR de los
miocitos ventriculares de estos ratones no se modificaba (McLerie y Lopatin, 2003). También
se han descrito graves alteraciones cardiacas en corazones de cobayos en los que se suprimia
la Ix1 mediante la transfeccion por adenovirus de dominantes negativos Kir2.1-AAA: ademas
de laesperada prolongacion del PA, algunos miocitos presentaban actividad marcapasos y, en
el 40% de estos animales, los registros del ECG mostraban latidos prematuros de origen
ventricular (Miake y cols., 2002 y 2003).

También importante, aunque en cierta forma inesperado, es el hecho de que el aumento de
la Ix1 en ratones transgénicos ocasionado por la sobreexpresion de Kir2.1 produce multiples
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alteraciones de la excitabilidad cardiaca entre las que se incluyen un acortamiento
significativo de la DPA y varios tipos de arritmias auriculares y ventriculares (Li y cols.,
2004; Piao y cols., 2007b). Noujaim y cols. (2007) han demostrado que este aumemitp de la
permik la estibilizacion de las fuentes de reentrada de alta frecuencia (denominadas rotores),
actividad que se suprimia tras la aplicacién de concentraciones bajas"dd@gaim y

cols., 2007).

Cada vez hay mas evidencias de que una excesiva heterogeneidad en la repolarizacion es
un factor que determina la aparicion de inestabilidad eléctrica en el corazon, insistiendo en la
importancia del papel que juegalla en la estabilidad eléctrica cardiaca. En este sentido,
estudos realizados en corazones de cobayo sugieren que el gradiente existente entre la
amplitud de la; del ventriculo izquierdo y la del derecho puede contribuir a la estabilizacion
de lasarritmias por reentrada en el ventriculo izquierdo (Samie y cols., 2001). Por otra parte,
se ha demostrado que el bloqueo déJaes fundamental para la terminacion de arritmias
ventriaulares inducidas en corazones de animales de esta misma especie (Warren y cols.,
2003). Asimismo, experimentos en los que se suprimen/sobreexpresan los canales Kir2.1 en
un cultivo en monocapa de cardiomiocitos neonatales de rata han demostrado la importancia
de la heterogeneidad della en la génesis y mantenimiento de las arritmias (Sekar y cols.,
2009).

La marcada e inusual dependencia de I|d]{Kque presenta ldkx; es otro de los
mecansmos por el que esta corriente participa en la regulacion de la excitabilidad cardiaca.
La actividad normal del corazon conlleva grandes variaciones de’JaefKel reducido
espawm intercelular (entre 0.01 y M) (Kline y Morad, 1976; Kline y cols., 1980). Es mas,
en las fibras de Purkinje, la Tk puede sufrir un aumento transitorio con cada latido hasta
alcanar concentraciones en el rango milimolar (Kline y cols., 1980) e incluso existen
regiones o estructuras celulares, como los ttbulos T, donde la acumulaciopukl¥ llegar
a sermayor (Almers, 1972; Clark y cols., 2001). El incremento déileasociado a esos
aumentostransitorios de la [Ke tiene consecuencias en la actividad eléctrica cardiaca,
modificando, por ejemplo, la DPA o la propagaciéon del impulso cardiaco (Kline y cols., 1980;
Coulombe y Coraboeuf, 1983; Nygren y Giles, 2000).

Se ha descrito que la amplitud de la corriente de salida/de d@pende en gran medida
de la velocidad con la que se repolariza la membrana (y, consiguientemente, de la
repolarizacion del PA) (Ishihara, 1997; Ishihara y Ehara, 1998). Como se ha mencionado, la
unién de las poliaminas y el Mgal canal depende dél,, por lo que la velocidad de
repolaizacion de la membrana estaria afectando a las cinéticas de asociacion/disociacion

estos compuestos y, por tanto, a la amplitud dela /
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Por ultimo, a pesar de que esta ampliamente descrito el papekdendd fase final de la
repolaizacion del PA y su participacion en la onda T del ECG, se desconoce qué corriente es
la responsable (o si hay mas de una corriente) de la aparicion de la onda U. Sin embargo, un
reciente estudio puede haber contribuido a responder este viejo enigma: el analisis de los ECG
de pacientes portadores de diferentes mutaciones en el gen que codifica el canal Kir2.1 ha
demostrado que amplitud de la onda U viene determinada por la densidag, {BdstEma y
cols., 2009).

3.4.3.b. Localizacion de la Ix;

La Ik1 presenta una gran densidad en los ventriculos, mientras que su densidad es
significativamente menor en las auriculas en todas las especies estudiadas (Shah y cols., 1987,
Giles e Imaizumi, 1988; Varro y cols., 1993; Melnyk y cols., 2002; Dhamoon y cols., 2004)
excepto en el ratén (Lomax y cols., 2003). Las propiedades de la rectificacion/de la
también varian entre células ventriculares y auriculares, ya que a potenciales despolarizantes,
la corriente de salida de’kes practicamente nula en células auriculares, mientras que en las
ventriaulares presenta una gran amplitud (Giles e Imaizumi, 1988; Koumi y cols., 1995a).
Estas diferencias en la rectificacion pueden deberse a que la composicién de los canales que
generan ldk; en ambas camaras sea distinta, a que éstos presenten diferente sensibilidad a las
poliaminas, a que las concentraciones intracelulares de poliaminas sean diferentes en
auriculas y ventriculos o0 a una mezcla de todas ellas. La densidad/ideetatambién
diferente entre ventriculos y entre las distintas regiones de un mismo ventriculo. De manera
general, lalkys es mayor en el ventriculo derecho que en el izquierdo (Brunet y cols., 2004;
Panamay cols., 2007), aunque existen excepciones como el cobayo, donde es justo al
contrario (izquierdo > derecho) (Warren y cols., 2003). En el ventriculo izquierdo del raton, la
densidad de &, es mayor en miocitos apicales que en miocitos epicardicos (Brunet y cols.,
2004), miatras que en el ventriculo izquierdo de gato/da es mayor en las células
endocardias que en las epicardicas (Furukawa y cols., 1992).

La densidad de I&; es pequefia en las células del nodo SA de raton y de rata (Shinagawa
y cols, 2000; Cho y cols., 2003) e indetectable en las mismas células de conejo (Shinagawa y
cols., 2000). La menor presencia dégaen las células del nodo SA permite mantener un PR
relaivamente despolarizade-60 mV) en comparacion con el de las células ventriculares (

80 mV), donde ldk; presenta una mayor densidad (Schram y cols., 2002). La ausencia de la
Ix1 en células del nodo AV de conejo (Kokubun y cols., 1982; Munk y cols., 1996) contrasta

con lagran/x; registrada en células del nodo AV de cobayo (Yuill y Hancox, 2002).
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En practicamente todos los tipos celulares cardiacos en los que se ha registiade la
ha idenificado la presencia de canales Kir en la membrana externa del sarcolema
(Anumonwo y Lopatin, 2010). La presencia de dichos canales en la membrana de los tabulos
T es indiscutible, ya que la pérdida de los tubulos T que se produce a corto plazo en miocitos
en cultivo se acompafia de una reduccion significativa ge (Ripp y cols., 1996; Mitcheson
y cols, 1996; Christe, 1999). Estos resultados se han visto confirmados ademas mediante
experimentos en los que se estudia el efecto de la acumulacion/deplecidard®tibulos
T sobrela corriente. Clark y cols. (2001) han demostrado que en miocitos ventriculares de
ratdn se produce un aumento significativo de las corrientes de cierrdgeharespuesta a
un gran flujo de salida de ionesKprevio (con el consiguiente aumento de 14§ lo que es
consisente tanto con la acumulacion dé éh el espacio intercelular como con la localizacion
de lal/ky en el restringido espacio de los tubulos T (Clark y cols., 2001). Ademas, el marcaje
mediané anticuerpos especificos para Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3 demuestra la localizacion de
éstos en los tubulos T de los miocitos ventriculares (Clark y cols., 2001; Leonoudakis y cols.,
2001; Melnyk y cols., 2002). Otros experimentos han demostrado una gran expresion de
Kir2.3 (comparada con Kir2.1) en las membranas de los discos intercalares de miocitos
auriculares y ventriculares de perro (Melnyk y cols., 2002).

La localizacién intracelular de los canales Kir2 esta mediada por secuencias de
aminoacidos contenidas en el dominio citoplasmético (Ma y cols., 2001; Hibino y cols.,
2010). La secuencia de exportacion del reticulo endoplasmatico es F-C-Y-E-N-E vy
probablemente sea distinta a la de otros canales Kir (Ma y cols., 2001; Stockklausner y cols.,
2001). Del reticulo endoplasmatico los canales pasan al aparato de Golgi y la exportaciéon
desde el aparato de Golgi a la membrana plasmatica depende mayoritariamente de dos grupos
de residuos del dominio citoplasmatico: R44/R46 del N-terminal y una secuencia de 4
aminoacidos empezando por Y242. En Kir2.1, las mutaciones en estos aminoacidos provocan
la retencién de los canales en el aparato de Golgi (Stockklausner y Klocker, 2003; Hofherr y
cols., 2005). Sin embargo, el trafico de los canales a la membrana celular es un proceso
multifactorial, dado que se han descrito mutaciones de perdida de funcion en Kir2.1 (V302M,
delecion de S95-F98 en el dominio transmembrana y delecion de S314-Y315 en el dominio
citoplasmatico) que provocan la retencion de Kir2.1 en el la membrana plasméatica (Plaster y
cols., 2001; Tristani-Firouzi y cols., 2002; Bendahhou y cols., 2003). Estas mutaciones
podrian estar interfiriendo directamente en la localizacion en la membrana o estar provocando
defectos en el plegamiento implicados en los mecanismos de retencion y degradacion. La
regulacion del trafico de los canales Kir2 no es, por tanto, un asunto trivial dado que
mutaciones de pérdida de funcidn podrian ser rescatadas forzando la expresion de los canales.
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3.4.3.c. Composicion de los canales que generan la Ig;

Aunque etd ampliamente demostrado que los miembros de la subfamila Kir2 son los
responsables de l&; cardiaca, la composicion exacta de los canales que generan esta
corriente varia segun la especie y el tipo celular estudiado (Kubo y cols., 2005). También
depende de la localizacion en la membrana de dichos canales. Un estudio reciente ha
proporcionado un detallado patron de la expresion de los diferentes miembros de la
subfamilia Kir2 (excepto Kir2.4) en las auriculas, en el epicardio y el endocardio de los
ventriculos y en las fibras de Purkinje del miocardio humano (Gaborit y cols., 2007). No se
han encontrado diferencias significativas entre epicardio y endocardio ventricular ni entre las
camaras izquierda y derecha. En cambio, si se han encontrado diferencias en la expresiéon de
las diferentes subunidades Kir2 en las fibras de Purkinje (KiiXir2.3 > Kir2.2), en el
ventriculo derecho (Kir2.1 >> Kir2.2 > Kir2.3) y en la auricula derecha (Kir2.3 > Kir2.2 >
Kir2.1) (Gaborit y cols., 2007). Sin embargo, estos resultados contradicen los obtenidos en un
estudio anterior (Wang y cols., 1998).

En el corazén de cobayo, se ha demostrado la presencia de estas tres subunidades Kir2
(Kir2.1 > Kir2.2 0 Kir2.3). También se detectaba la presencia de Kir2.4, aunque el marcaje
mediante anticuerpos especificos demostr6 que su expresion se restringia a las celulas
neuronales presentes en el corazon (Liu y cols., 2001). Los datos sobre la presencia de Kir2.2
en el corazon de cobayo también son controvertidos, ya que un estudio posterior no consiguié
detectar su presencia (Dhamoon y cols., 2004). Tampoco se detectaba la presencia de Kir2.2
en miocitos auriculares y ventriculares de oveja (Dhamoon y cols., 2004). Por dltimo, Kir2.1
es la subunidad Kir2 mas abundante en corazones de raton (Kir2.1 > Kir2.2 >> Kir2.3)
(Zaritsky y cols., 2001).

Para averiguar la composicién de los canales que genefgnda han llevado a cabo
diferentes aproximaciones. En primer lugar, Nakamura y cols. (1998) usaron AsODN contra
el ARNm de Kir2.1 en miocitos ventriculares de rata, consiguiendo que lse viera
drastcamente reducida y que la frecuencia de aparicion de la conductancia de 21 pS
disminuyera significativamente, sin afectar al resto de conductancias (Nakamura y cols.,
1998). Estos resultados sugieren que hay diferentes subtipos de canales que pueden contribuir
a generar ldg; y que, aunque los canales Kir2.1 sean los mayoritarios, tiene que investigarse
la contibucion del resto de miembros de esta familia. En segundo lugar, Zaritsky y cols.
(2000) han utilizando ratones en los que se ablacionan los genes que codifican las proteinas
Kir2.1 y Kir2.2 (Zaritsky y cols., 2000). A pesar de que apenas sobreviven unas horas tras su
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nacimiento, los miocitos ventriculares de los ratones Kir2arecen dé., demostrando que

los canales Kir2.1 son esenciales para la generacién de la corriente en estos miocitos. Sin
embargo, los ratones Kir2:si presentan l&;, aunque ésta se encuentra reducida5@¥
(Zaritsky y cols., 2000), lo que demuestra también la participacién de estos canales.

También se ha tratado de averiguar la composicion de los canales que gedgran la
atendiedo a las diferencias que presentan cada uno de los miembros de la subfamilia Kir2
respecto a propiedades como la conductancia, la sensibilidad*al 8apH o la cinética de
activecion. En miocitos auriculares y ventriculares, se han registrado corrientes unitarias que
presentaban conductancias que iban desdell@sl5 pS (correspondientes a canales Kir2.3)
hasta los=40-45 pS (correspondientes a canales Kir2.2), pasando por conductancias
intermedias $21-28 pS, correspondientes a canales Kir2.1) (Sakmann y Trube, 1984a;
Matsuda, 1988; Burnashev y Zilberter, 1986; Wible y cols., 1995; Liu y cols., 2001). Sin
embargo, la frecuencia con la que se detectan dichas conductancias depende de la especie y
del tejido estudiado, por lo que la contribucién exacta de cada uno de los Kir2.x a los
heterotetrdmeros que forman el canal sigue siendo un misterio. La sensibilidad’ al Ba
también es distinta para los diferentes canales Kir2.x. Por ejemplo, Schram y cols. (2003) han
demostrado que la sensibilidad al’Bale los canales Kir2.1+Kir2.3 es mayor a la que
preserdn cada uno de ellos por separado y similar a la que presentan los canales Kir2.2, pero
diferente a la que presenta da registrada en miocitos ventriculares humanos, lo que
confirma la participacion de varias subunidadeKir2.x diferentes en la generacion deda
humana $chram y cols., 2003).

Por dltimo, los canales Kir2.x también se diferencian en su cinética activacion (Figura
30). Se ha demostrado que la cinética de los canales Kir2.1+Kir2.3 es proporcional al nimero
de subunidades Kir2.3 que forman parte del canal (Panama y cols., 2007). Analizando la
cinética de activacion de I, registrada en miocitos de ratdén y de cobayo se ha sugerido que
la paticipacion de los canales Kir2.3 en la corriente en dichos animales es minoritaria (Yan y
cols., 2005; Panama y cols., 2007). Por el contrario, el estudio de la sensibilidad al pH de la
Ik registrada en miocitos ventriculares de oveja ha demostrado una gran contribucion de los

canales Kir2.3 a la corriente en dichos miocitos (Tabla 15) (Mufioz y cols., 2007).

3.4.3.d. Propiedades de los canales Kir2.x

Hasta la fecha se han clonado 4 miembros de la familia Kir2.x (Kir2.1 a Kir2.4) en

mamiferos, aunque la expresion de los canales Kir2.4 en el corazén es minima (solamente se
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ha demostrado su presencia en las células nerviosas que inervan el miocardio) y parece
localizarse preferentemente en el SNC (Liu y cols., 2001), lo que sefala a los otros tres
miembros de la familia como los canales responsables e lAdemas, se ha clonado un

quinto mianmbro de la familia Kir2 en peces (Kir2.5) (Hassinen y cols., 2008).

Subunidad Conductancia (pS) Sensibilidad al Ba* Sensibilidad al pH Sensibilidad al pH
extracelular intracelular
Kir2.1 20-31 ++ - +
Kir2.2 34-42 +++ - +
Kir2.3 10-14 + +++ +++
Kir2.4 ~15 + et ?

Tabla 15. Propiedades de los canales Kir2.x expresados en sistemas heterologos. La diferencia en la
sensibilidad al BE y al pH entre los canales Kir2.x va desde los muy sensibles (+++) hasta los poco (+) o nada
(-) s=nsibles. La sensibilidad de Kir2.4 al pH intracelular no ha sido determinada experimentalmente todavia.

Los miembros de la subfamilia Kir2 presentan diferentes caracteristicas cuando son
estudiados en sistemas heterélogos de expresion (Tabla 15). Las 4 subunidades Kir2.x
presentan conductancias distintas (Kubo y cols., 1993a; Morishige y cols., 1993; Makhina y
cols., 1994; Morishige y cols., 1994; Périer y cols., 1994; Raab-Graham y cols., 1994;
Takahasi y cols., 1994; Wible y cols., 1995; Topert y cols., 1998; Choe y cols., 2000; Liu y
cols., 2001) y diferencias en la sensibilidad af*Ban potente bloqueante selectivo de
canales rectificadores (Liu y cols., 2001; Preisig-Mduller y cols., 2002; Schram y cols., 2003),

y al pH intracelular (Qu y cols., 2000; Collins y Larson, 2002) y extracelular (Hughes y cols.,
2000; Yan y cols., 2005; Mufioz y cols., 2007).

A Kir2.1 B Kir2.3 C
e
. 10
5nA -\L 1nA 8
k 2
| s W e |
—— ~ s5ms Kir2.2 Kir2.1 Kir2.3

Figura 30. Cinética de activacion de los canales Kir2. (A-B) Trazos representativos de corrientes generadas

por los canales Kir2.(A) y Kir2.3 (B) registrados al aplicar pulsos entre -130 y -30 mV desde un potencial de
fijacion de -30 mV. Los ajustes a una funcién exponencial para obtener la constante cinética de la activacion
(Tac) S€ Muestran superpuestos a los trazos de corr{@t€omparacion de las,. de los diferentes canales

Kir2 a -115 mV [Adaptadas de Panama y Lopatin, 2006]
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Las subunidades Kir2.x presentan también diferentes cinéticas de activacion (Figura 30).
La apertura de los canales Kir cardiacos tras la hiperpolarizacion de la membrana se
caracteriza por una fase casi instantanea (activacion) seguida de una ligera caida de la
corriente dependiente del tiempo producida por cationes extracelulares (ver mas adelante). La
amplitud de ambas fases depende del tipo de canal y de las condiciones experimentales
empleadas, pero, en general, la cinética de activacion viene determinada principalmente por la
cinética de disociacion de las poliaminas (y, mayoritariamente, de la espermina) de su sitio de
unién en el canal, ademas de depender en gran medid#, getle la [K].. La constante
cinéica de activaciontfc) es similar en los canales Kir2.1 y Kir2:0(5-2 ms), nentras que
es=7-9 veces mas lenta en los canales Kir2.3 (Figura 31) (Panama y Lopatin, 2006; Panama y
cols., 2007).

3.4.3.e. Regulacion de la Iy,

« Moduladén por cationes (NaC&*, Mg**, B&)

En expeimentos de fijacion de voltaje se ha observado que la amplitud dg la
disminwe tras la aplicacion mantenida de un pulso hiperpolarizante (Maughan, 1976;
Baumgarten y cols., 1977; Sakmann y Trube, 1984b) fendbmeno debido mayoritariamente al
bloqueo dependiente de voltaje producido por cationes extracelulares (Biermans y cols.,
1987), siendo el Nael principal ion implicado en dicho proceso en musculo cardiaco y
esquedtico (Standen y Stanfield, 1979). A pesar de que los cationes divalentes corfibael Ca
el Mg® son también potentes bloqueantes déglaen el corazén, el hecho de que las
concentaciones de Ken el rango de potenciales por debajo Helestén en el orden de
milimolar hacen que su bloqueo sea muy débil y que su cinética de unién sea mucho mas
lenta que la del Na(Biermans y cols., 1987). En miocitos ventriculares de cobayo, la
eliminacion de los iones NaC&* y Mg?* del medio extracelular hace desaparecer de forma
casi completa la disminucion de l&; dependiente del tiempo (Sakmann y Trube, 1984b;
Shieh, 2000).

El C&* intracelular produce una inhibicién dependiente de voltaje de l@Matsuda y
Cruz, 1993). Ainque el C& es un inhibidor menos potente que el’fMgsus concentraciones
mediasintracelulares son bastante bajas, hay bastantes evidencias de qué]ig(@den
tenerefectos dinamicos sobre lg;. Por ejemplo, los aumentos transitorios de l&Cque
tienen lugar durante el PA producen la inhibicion della en miocitos ventriculares de

cobayo(Zaza y cols., 1998). Estos resultados sugieren que los canales que gehgrag la
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localizan en espacios como los tubulos T, regiones restringidas y préximas a los lugares en los
que se produce la entrada dé'Ga interior celular y la liberacién de €alesde el reticulo.

Los iones B&* son bloqueantes de la; mas potentes que el resto de los cationes
divalenes (DiFrancesco y cols., 1984) y, de hecho, el bloqueo producido por iofies Ba
extracelulares a potenciales hiperpolarizantes se considera una de las caracteristicas que
definen a las corrientes rectificadoras internas, por lo que ha sido ampliamente utilizado para
caracterizar los nuevos canales clonados como miembros de la familia Kir. Como se ha
mencionado, cada una de las subunidades Kir2.x posee diferente sensibiliddd(@hBa
15) (Liuy cols., 2001; Preisig-Muller y cols., 2002; Schram y cols., 2003).

» Estimulacion adrenérgica

En general, esta ampliamente aceptado que tanto la estimulacion adreméFgdada y
cols., 1991; Braun y cols., 1992) comd@ldKoumi y cols., 1995b; Gonzéalez de la Fuente y
cols., 2013) producen una reduccion deda aunque también hay resultados en sentido
contraro (Gorostiza y cols., 1995). A esta variedad en los resultados hay que afadir la
coexistencia de diferentes tipos de receptores adrenérgicos en el corazén. Por ejemplo, en
oocitos deXenopus laevis, la estimulacion de receptor§s produce el aumento de las
corrientes generadas por los canales Kir2.1 (mediado por PKC) y Kir2.2 (mediado por PKA),
aungue no en la generada por los canales Kir2.3 (Scherer y cols., 2007), mientras que la
estimulacion de receptores produce la inhibicion de las corrientes generadas por los

canaés Kir2.2 y Kir2.3, pero no en la generada por los canales Kir2.1 (Zitron y cols., 2008).

» Modulacion por poliaminas

Las concentraciones celulares de poliaminas se regulan por un complejo sistema de
enzimas (Seiler, 1994) que dan lugar a niveles de poliaminas libres que son suficientes para
producir la rectificacion interna de los canales Kir que se ha observado experimentalemente.
La concentracion citoplasmica de cada poliamina esta regulada para que cada una de ellas
juegue un papel especifico en la funcion de los canales (Lopatin y cols., 1995), por lo que sus
niveles se ajustan de forma dinamica para producir la rectificacion en el rango fisiolégico en
el que se mueven los potenciales de membrana.

Aunque no hay evidencias de que las poliaminas jueguen un papel importante en las
respuestas fisioldgicas en las que esta implicaddilasi se ha demostrado que la
manipubcion de las concentraciones de poliaminas pueden modular las corrientes generadas

por canales Kir2.x (Bianchi y cols., 1996; Shyng y cols., 1996; Lopatin y cols., 2000). Por
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ejemplo, Bianchi y cols. (1996) han demostrado en basoéfilos de rata que la rectificacion
interna se atenuaba tras un tratamiento con un inhibidor especifico de la S-adenosilmetionina
descarboxilasa (SAMDC), ya que este inhibidor producia el aumento de las concentraciones
de putrescina y la disminucién de las concentraciones de espermidina y espermina (Bianchi y
cols., 1996). Asimismo, ratones transgénicos en los que se elimina el gen de la espermina
sintasa presentan ufia con una menor rectificacion y cinéticas de activacion mas rapidas, a

la vezque unos niveles indetectables de espermina y un aumento de 5 veces en los niveles de
espermidina (Lopatin y cols., 2000). Sin embargo, la sobreexpresion de la ornitina
descarboxilasa (ODC) en corazones de raton, a pesar de que producia un aumento en su
actividad y de que se incrementaban los niveles intracelulares de putrescina en mas del 35%,
apenas ocasionaba un ligero aumento de la amplitud/de la que sugiere que la putrescina
juegaun papel poco importante en la regulacién ddyla(Lopatin y cols., 2000). Por el
contraio, se ha demostrado que la eliminacién de la putrescina intracelular si afecta a la
rectificacion de los canales Kir2.3 (Shyng y cols., 1996), mientras que la eliminacién de la
putrescina del medio extracelular lleva a la deplecién de sus niveles intracelulares, asi como
de los de espermidina y espermina, produciendo también modificaciones en las caracteristicas

cinéticas de Kir2.3 (Lopatin y cols., 1995).

* Modulacion por pH

La sensibilidad al pH de l&; depende del tejido y de la especie estudiada, posiblemente
debido ala diferente composicién de los canales que la generan (Tabla 15). En miocitos
ventriculares de rata y cobayo,/la es insensible a la [[ (Ito y cols., 1992; Komukai y
cols., 2002a 2002b). Por el contrario, la; registrada en miocitos ventriculares de oveja es
inhibida por [H]; que se encuentran en el rango fisiologico7&4) (Mufioz y cols., 2007).
Estosresultados son consistentes con una importante contribucion de los canales Kir2.3 a la
Ix1 en estos miocitos (Dhamoon y cols., 2004), ya que los canales Kir2.3 son los mas
sensibés a la [H]; que los Kir2.1 (Tabla 15) (Yan y cols., 2005). De hecho, se ha descrito que
son lassubunidades Kir2.3 las que confieren sensibilidad al pH a los heterotetrameros
Kir2.1+Kir2.3 (Muiioz y cols., 2007). Ademas, se ha identificado a la treonina en posicion 53
como el residuo responsable de la sensibilidad al pH en los canales Kir2.3 (Qu y cols., 2000).

Los canales Kirl.1 (homologos de Kir2.1, pero con una rectificacion interna mas débil)
son sensibles a las [Hque se encuentran en el rango fisioldgico (Tsai y cols., 1995). La gran
senshilidad del canal Kirl.1 a los cambios en el pH esta relacionada con la presencia de una
lisina en la posicion 80 (Fakler y cols., 1996b), ya que la neutralizacién de este residuo tiene

como resultado la pérdida de sensibilidad al pH intracelular. Por otro lado, la sustitucién del

84



INTRODUCCION

residuo homadlogo en Kir2.1 por una lisina (M84K) hace que este canal adquiera sensibilidad

al pH intracelular (Fakler y cols., 1996b), lo que indica que, a pesar de que este canal no
presente especial sensibilidad al pH intracelular, los requerimientos estructurales necesarios
para ello estan claramente presentes. Por lo tanto, no es de extrafiar que los canales que se
forman tras el ensamblaje de subunidades Kir2.1 con otros miembros de la familia Kir2
sensibles al pH (p.e., Kir2.3) si que presenten sensibilidad al pH (Mufioz y cols., 2007).

* Modulacion por PIRP

El PIP, es un importante segundo mensajero de una gran variedad de vias de sefalizacion
(Hilgemann, 1997; Hilgemann y cols., 2001). La primera corriente con rectificacion interna
que se demostro que era modulada por e felalk atp (Hilgemann y Ball, 1996) y, desde
entoncesse ha descrito que el BI€s capaz de modular todos los canales Kir tanto en células
nativascomo en sistemas de expresion heterdlogos (Logothetis y cols., 2007; Lopes y cols.,
2007).

El PIP, produce la apertura de los canales Kir, mientras que su deplecién produce el cierre
de losmismos (Huang y cols., 1998; Shyng y cols., 2000; Lopes y cols., 2002; Rohacs y cols.,
2003; Logothetis y cols., 2007). En este sentido, Rohacs y cols. (1999) han demostrado que el
PIP, es un potente activador de los canales Kir2.1, mientras que su modulacion de otros
canals Kir (como los canales Kir3.1 o Kir3.4) es méas débil. Ademas, se ha demostrado la
importancia de la localizacién de los dos grupos fosfato en las posiciones 4 y 5 de la molécula
de PIR, ya que el cambio de posicion o la eliminacion de estos sustituyentes disminuye la
afinidad de estos compuestos por los canales Kir2.1 (Rohacs y cols., 1999), Elrfti€n
afect a las propiedades de cada uno de los miembros de la subfamilia Kir2. Por ejemplo, se
ha demostrado que la modulacion de los canales Kir2.3 por el pH, la acetilcolina o el
miristato-acetato de forbol (PMAhorbol Myristate Acetate) depende de las interacciones
entre el PIRy el canal (Logothetis y cols., 2007).

Se handentificado numerosos residuos implicados en la modulacién de los canales Kir2
por el PIR, la mayoria de ellos localizados en la parte superior del dominio citoplasmico (la
mas pbxima a la cara interna de la membrana plasmatica) y €ildahelix (Figuras 31B y
C) (Lopes y cols., 2002; Decher y cols., 2007; Logothetis y cols., 2007). Recientemente,
Hansen y cols. (2011) cristalizaron Kir2.2 junto con ;PyPobservaron que éste ultimo
interaccionaba con el canal a través de sus dos grupos acilo y el grupo glicerol con la
secuencia R-W-R (posiciones 78-80) del dominio transmembrana y con el grupo inositol con
la secuencia K-P-K-K (posiciones 186-190) del dominio citoplasméatico (Hansen y cols.,

2011). Esto hace que el dominio citoplasmatico se aproxime 6 A hacia el dominio
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transmembrana, provocando ademas cambios conformacionales que fuerzan la apertura del
canal, en consonancia con lo descrito en trabajos anteriores (Figura 31A) (Logothetis y cols.,
2007). Ademas, se ha demostrado que las interacciones entre;gf BlRcanal Kir2.1
producen unaumento 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). Se ha propuesto que las poliaminas actian como
cofactores en esta activacion de los canales de Kir2.1 mediada porDelfhecho, la
espernma es capaz de estabilizar los canales en configuracion abierta, permitiendo un

aumento aparente de la afinidad de la union del &R el canal (Xie y cols., 2005).

3.4.3.f. La I, en diversas patologias

La Iky auricular esta aumentada en pacientes con FA crénica (Van Wagoner y cols., 1997,
Dobrev y cols., 2002, Gonzalez de la Fuente y cols., 2012). En la insuficiencia cardiaca
congestiva se han descrito efectos contradictorios tanto en miocitos auriculares como
ventriculares. Concretamente, en miocitos ventriculares, se ha descrito un ligero aumento
(Beuckelmann y cols., 1993; Pogwizd y cols., 2001; Fauconnier y cols., 2005) o ningun
cambio (Rozanski y cols., 1997; Tsuji y cols., 2000). Por el contrario, en miocitos auriculares,
se ha descrito una disminucion delda (Koumi y cols., 1994), aunque no se ve modificada
en un modeloanino de insuficiencia cardiaca (Li y cols., 2000).

Muchos estudios han demostrado que la amplitud fig,lasi como la de otras corrientes
de K', se ecuentra reducida en animales espontaneamente hipertensos y en modelos animales
de hipetrofia cardiaca (Brooksby y cols., 1993; Mclintosh y cols., 1998; Nabauer y Kaab,
1998; Mitarai y cols., 2000). A este respecto, es importante resaltar que numerosos trabajos
han demostrado ademas que la hipertrofia cardiaca aumenta las concetraciones de poliaminas
(Caldarera y cols., 1974; Bartolome y cols., 1980), sugiriendo la posibilidad de que la
reduccion de laki sea consecuencia de las aumentadas concentraciones intracelulares de
poliaminas. Sin embargo, en un modelo de hipertrofia ventricular en gatdg; ksta
aumentda en miocitos de ventriculo derecho (Kleiman y Houser, 1989), mientras no se

modifica en miocitos de ventriculo izquierdo (Furukawa y cols., 1993).
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Figura 31. Modulacién de los canales Kir2 por el PIP,. (A) Representacion esquemética de los efectos del
PIP, sobre ekating delcanal. A la izquierda, se muestra el canal en estado cerrado antes de la interaccion con el
PIP.. A la derecha, el canal en estado abierto después de interaccionar cgn(®)Rletalizacion de algunos

delos residuos sensibles a RP(Bn azul) sobre un modelo de la estructura del canal Kir2.1 (realizado a partir del
dominio citoplasmico del canal Kir2.1 y los segmentos TM del canal KirBag&'1 Vista superior del dominio
citoplasmico del canal Kir2.1 con la localizacion de algunos de los residuos sensibles(enRieul). Las
diferentes subunidades Kir2.1 aparecen en distintos colores y numeradas defdd@btédas de Logothetis y

cols., 2007]

Los miocitos ventriculares humanos de regiones que sufren isquemia cronica presentan un
PR mas despolarizado y sufren la prolongacion de la DPA, especialmente en la fase final de la
repolarizacién (Mubagwa y cols., 1994), lo que concuerda con la reduccién@eyle se
produce a el corazén tras un infarto de miocardio (Lue y Boyden, 1992; Beuckelmann y
cols., 1993; Pinto y Boyden, 1998). Durante el estrés metabdlico (p.e., durante la isquemia), el
marcado aumento de Ik arp enmascara muchos de los efectos que ocurren en otras

corrientes de K como lalk;. Sin embargo, utilizando glibenclamida como inhibidor de la
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Ik aTP, Xie y cols. (1997) han demostrado que la presencia de iodacetamida como inductor de
estrés metabdlico produce una inhibicion defda (Xie y cols., 1997). Ademas, la supresion
de lalk; en miocitos ventriculares de conejo elimina la proteccion frente al estrés metabdlico
que producesl precondicionamiento isquémico, un papel que clasicamente se habia asignado
a la Ixatp (Diaz y cols., 2004). Por ultimo, diversos estudios sugieren qug, lasta
aumentda en condiciones de hipoxia/anoxia (Ruiz-Perich y cols., 1991) o en presencia de
cianida (Muramatsu y cols., 1990). De hecho, un trabajo reciente ha demostrado que el
acortamiento del PA que se produce en la fase aguda de la hipoxia esta mediadg por la
no por la/k ate (Piao y cols., 2007a).

Por Ultimo, es importante resaltar que la modulacion de la relacién I-V potjlariésoélo
es unacaracteristica biofisica sino que tiene implicaciones fisiopatoldgicas, ya qugdadK
elevadurante los episodios isquémicos o0 en presencia de taquiarritmias como resultado de
una acumulacién de iones’ Ken los espacios intercelulares y en las proximidades de los
tubulos T Gejersted y Sjogaard, 2000).

3.4.3.g. Canalopatias asociadas a los canales Kir2.1

Hasta la fecha, se han descrito 4 tipos de canalopatias asociadas a canales Kir, todas ellas
en el gen que codifica las subunidades Kir2.1 (KCNJ2): el sindrome de Andersen (SQTL7), el
SQTC3, la taquicardia ventricular polimdrfica inducida por catecolaminas (TVPC) y la FA
familiar (Figura 32).

» Sindrome de QT largo

El SQTL7 (asociado a alteraciones de la funcién dg)ase relaciona con el sindrome de
Anderen-Tawil (SAT), que se caracteriza por un fenotipo clinico en el que se ven afectadas
tanto la morfogénesis como la funcionalidad de los musculos esqueléticos y cardiacos. El
SAT es una enfermedad hereditaria que se caracteriza por paralisis periddicas y diferentes
alteraciones multiorganicas entre las que se encuentran la escoliosis, el paladar hendido, baja
estatura y debilidad muscular (Plaster y cols., 2001; Donaldson y cols., 2003; Terzic y cols.,
2008). Las alteraciones en la actividad eléctrica cardiaca incluyen cortos periodos de
taquicardia ventricular y la aparicion de multiples focos ectopicos ventriculares tras
estimulacion adrenérgica, asi como la mencionada prolongacion del intervalo QT. Sin
embargo, Zhang y cols. (2005) han sugerido que la clasificacion del SAT como SQTL7
podria no ser del todo correcta, ya que las modificaciones en el ECG caracteristicas del SAT
estan mas relacionadas con alteraciones del complejo T-U (Zhang y cols., 2005). Un amplio

estudio genético realizado para identificar el gen implicado en el SAT lo ha relacionado con el
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brazo largo del cromosoma 17, precisamente donde se localizaueldel gen KCNJ2
(Kir2.1), por lo que se buscaron posibles mutaciones en este gen. Este estudio demostré que
mas de la mitad de los pacientes con SAT presentaban mutaciones en el gen KCNJ2 (Plaster y
cols., 2001), por lo que se denomina como tipo 1 (SAT1) al sindrome de Andersen en el que
estan afectados los canales Kir2.1 (Plaster y cols., 2001; Andelfinger y cols., 2002; Schulze-
Bahr, 2005; Zhang y cols., 2005).

SQTL7 G144A/S G146D

S136F C154F
TVPC V123G

FA familiar R67W D7IN/V T74A T75A/M/R
sQTC3
0000000 D78G R82Q A95-98 CI0IR
QQWWWW V123G S136F G144A/S G146D
B | 216164 CISAF | Al63-164 | PIS6L RI18OI
- |D‘1?2Nj _ _
T192A G215D N216H L217P
- DOA ﬂii%ﬁ R218Q/W | G300D/V V302M E303K
.y, I'mm, E303K T3001 R312C A314-315

D78G R1891

T75AMR T7sm|  T192A
Tran | G2150

D71/N/V N216H
L217P

R67W R67Q |  Rotsqw

TVPC
R67Q T75M R32W T305A

FA familiar SQTC3

D172N

Figura 32. Mutaciones en la subunidad Kir2.1 asociadas con canalopatias. En € dibujo, las diferentes
mutaciones siguen el siguiente cédigo de color: negro para el SQTL7, rojo para el TVPC, verde para la FA
familiar y azul para el SQTC34daptada de Anumonwo y Lopatin, 2010]

Se ha identificado mas de 33 mutaciones en el gen KCNJ2 relacionadas con el SAT1
(Figura 33), todas ellas caracterizadas por la pérdida de funcion del canal Kir2.1, lo que
origina la prolongacién del intervalo QT y predispone al paciente a sufrir arritmias cardiacas.
Debido a que el SAT1 es un trastorno autosomico dominante (un alelo mutado y otro sano),
Plaster y cols. (2001) estudiaron en oocitos Xéeopus los efectos de coexpresar las
subunidades mutadas y las WT para dos de estas mutaciones (D71V y R218Q), demostrando
qgue las subunidades mutadas tenian un efecto dominante negativo por lo que los canales que
contenian la subunidad mutada no eran funcionales (Plaster y cols., 2001). Ademas, muchas
de las mutaciones relacionadas con el SAT1 se deben a la pérdida de funcién de los canales
causada por alteraciones en su interaccion con el(Pl&ster y cols., 2001; Lopes y cols.,

2002; Pega y cols., 2006; Terzic y cols., 2008). Por ejemplo, las mutaciones R21Q y R21W
se localizan en un grupo de residuos que estan implicados en la interaccion del canal con el
PIP, (Plaster y cols., 2001; Lopes y cols., 2002).
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e Sindrome de QT corto

En el afio 2005, Priori y cols. (2005) describieron la tercera variante del SQTC (SQTC3),
relacionada con una mutacion en el gen KCNJ2 (Priori y cols., 2005). Esta mutacion produce
una ganancia de funcién en los canales Kir2.1, por lo que se traduce en un aumento en el flujo
de salida de Ky, consecuentemente, en una aceleracion de la repolarizacion.

El SQTC3 se caracteriza por la aparicion de ondas T asimétricas en el ECG (Priori y cols.,
2005). El analisis genético de los miembros de una familia con SQTC3 ha permitido la
identificaciéon de una mutacion en el gen KCNJ2 en la que se produce la sustitucion de un
acido aspartico por una asparragina en la posicion 172 (D172N) de la subunidad Kir2.1
(Priori y cols., 2005). Este acido aspartico es un aminoacido altamente conservado dentro de
la familia Kir2 y, como se ha mencionado, se ha demostrado clave en la rectificacion de estos
canales (Lu y MacKinnon, 1994; Stanfield y cols., 1994; Yang y cols., 1995a). La
coexpresion del canal mutado con el WT en sistemas de expresion heter6logos demostré un
aumento de la corriente generada por dichos canales. Ademas, mediante simulaciones por
ordenador se demostré que el aumento de la corriente de salida@aeskido por la mutacion
podia eplicar el aumento y la asimetria de las ondas T del ECG que presentaban los
pacientes (Priori y cols., 2005). Por ultimo, aunque no se podian realizar estudios de
susceptibilidad a las arritmias en estos pacientes, las simulaciones por ordenador predecian
gue las mutaciones causantes del SQTC3 podrian predisponer a estos pacientes a un mayor
riesgo de sufrir arritmias por reentrada (Priori y cols., 2005).

* FA familiar
Estudios recientes encontraron una mutacion relacionada con la FA familiar en el gen que
codifica la subunidad Kir2.1 (Xia y cols., 2005). En esta mutacion, la sustitucion de una
valina por una isoleucina en la posicién 93 (V93l) produce un aumento de la corriente,
aunque el mecanismo de este aumento estd aun por dilucidar (Xia y cols., 2005).

» Taquicardia ventricular polimérfica inducida por catecolaminas
La TVPC es una arritmia hereditaria en la que los pacientes presentan frecuentemente
arritmias ventriculares y muerte subita asociadas al ejercicio fisico y a la estimulacion
adrenérgica (Leenhardt y cols., 1995; Tester y cols., 2006). Se han descrito varios tipos de
TVPC asociados con problemas en el manejo d€l&walos que estan implicados los canales
RyR (TVPC tipo 1) (Priori y cols., 2002) o la calsecuestrina (TVPC tipo 2) (Postma y cols.,
2002).
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En un estudio reciente para la identificacion de arritmias genéticamente determinadas
realizado sobre una cohorte de 541 pacientes, se han identificado en el gen KCNJ2 cuatro
mutaciones relacionadas con la TVPC (R67Q, T75M, R85W y T305A) (Eckhardt y cols.,
2007). ElI ECG de los pacientes con estas mutaciones presentaba ondas U prominentes,
actividad ectépica ventricular y taquicardia ventricular polimérfica. Sin embargo, no sufrian
alteraciones en los musculos esqueléticos (Eckhardt y cols., 2007). Cuando se expresaban en
sistemas de expresion heterélogos, las corrientes generadas por los canales mutados
presentaban <5% de la corriente generada por los canales WT y dos de estos canales (R67Q y
T75M) tenian ademas un efecto dominante negativo cuando se coexpresaban con los canales
WT. Ademas, la mutacién T305A afectaba a las propiedades de rectificacion interna del canal
(Eckhardt y cols., 2007). Debido a que los pacientes portadores de estas mutaciones no
presentaban los criterios del SAT, se ha sugerido que dichas mutaciones pueden ser

clasificadas como causantes de TVPC.

4. ARRTIMIAS FIBRILATORIAS

Como se ha podido comprobar, tanto el aumento como la disminuciordeuade ser
el oigen de arritmias fibrilatorias. Se define como fibrilacion a la actividad eléctrica cardiaca
turbulenta en la que la propagacion de las ondas eléctricas se produce de forma
desorganizada, dando lugar a la perdida de funcidon contractil por parte del miocardio. La
fibrilacion puede ocurrir tanto a nivel auricular (FA), como a nivel ventricular (fibrilacion
ventricular o FV) y dependiendo de su localizacion puede tener distintas consecuencias
clinicas. La FA, por ejemplo, se caracteriza por una activacion rapiga0( latidos/min) e
irregular de las auriculas, con pérdida de eficacia mecéanica por parte de las mismas y suele ir
acompafiada de una respuesta ventricular también irregular (Nattel, 2002). Es la causa
cardiaca mas frecuente de accidentes cardiovasculares y la arritmia que presenta una mayor
prevalencia. Sin embargo esta prevalencia no esta distribuida de forma homogénea en la
poblacion, ya que aumenta con la edad (superando el 10% en pacientes con mas de 80 afos)
(Fuster y cols., 2006), y esta asociada a diversas patologias, alcanzando hasta un 22.5% en
pacientes con infarto de miocardio, un 25% en pacientes hipertensos, un 4% en pacientes con
insuficiencia cardiaca leve/moderada y llegando a un 50% en pacientes con insuficiencia
cardiaca grave (Maisel y Stevenson, 2003). Ademas, es un factor de riesgo independiente que
aumenta la mortalidad de los pacientes, practicamente duplicandola en 10 afios (Stewart y
cols., 2002; Miyakasa y cols., 2006; Lip y cols., 2012).

Por otra parte, la FV se caracteriza por un ECG en el que los complejos ventriculares que
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cambian continuamente de frecuencia, forma y amplitud, alcanzandose frecuencias tan altas
(> 500 latidos/min) que no se produce un adecuado bombeandeqJalife, 2009). Por lo

tanto, la FV es una patologia potencialmente letal, siendo la causa mas importante de muerte
subita cardiaca. Cada afo, la FV es responsable de alrededor de 300.000 muertes al afio, tan
sélo en los EE.UU (Zipes y Wellens, 1998).

4.1. Génesis de las arritmias fibrilatorias

El mecanismo de génesis y mantenimiento de las arritmias fibrilatorias ha sido un tema
de intenso debate a lo largo de mas de 100 afios (Jalife, 2010). De hecho, muchos de los
conceptos actuales sobre la génesis de estas arritmias se basan en ideas que durante mucho
tiempo fueron desechadas.

Lo que si esta ampliamente aceptado es que estas arritmias se generan por la “reentrada”
de impulso cardiaco. Para entender el concepto de reentrada hay que retroceder a los
experimentos realizados por Mayer en 1906. Mayer demostré que al aplicar una combinacion
apropiada de pulsos a la campana contractil de la metiusépea xamachana la onda
inducida podia propagarse en una unica direccion del anillo y continuar circulando
indefinidamente (Mayer, 1906). Los experimentos fueron repetidos por Mines en anillos
musculares de auriculas de peces teledsteos y en anillos musculares de ventriculos de perro
(Mines, 1913 y 1914; Garrey, 1914). En base a estos experimentos Lewis propuso la hipotesis
del “movimiento circular por reentrada” para explicar los mecanismos que generan la FA y el
“flutter” auricular (Lewis, 1921) (Figura 33A). Segun esta hipétesis, serian necesarias una
serie de requisitos para que se produzca la reentrada: (i) un sustrato o tejido miocardico con
diferentes caracteristicas electrofisiologicas (conduccion y refractariedad); (ii) un obstaculo
anatomico no excitable alrededor del cual circula en impulso (por ejemplo, una vena); (iii) un
bloqueo de conduccién unidireccional que obligue a la conduccién en una Unica direccidn;
(iv) una region de conduccién lenta que permita la recuperacién del tejido refractario
proximal a la localizacion del blogqueo unidireccional; (v) una masa critica de tejido que pueda
sostener un frente de onda circulante y (vi) un desencadenante que la inicie. Para que se
produzca la reentrada incesante del estimulo en el miocardio se debe producir un equilibrio
adecuado entre la excitabilidad del tejido; de la que depende la velocidad del estimulo, y la
refractariedad.

Este equilibrio fue elegantemente formulado de forma matematica por Wiener y
Rosenblueth en 1945, cuando definieron la longitud de onda como el producto entre la

velocidad de conduccién y el periodo refractario efectivo (LOX\RIRE) (Wiener y
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Rosenblueth, 1945). Segun este modelo, para que se produzca la reentrada, la longitud de
onda debe ser mas corta que la longitud del circuito, de lo contrario, el frente de onda
interaccionaria con el periodo refractario de la propia onda circulante, acabando con la
propagacion del estimulo. Cuando la diferencia entre la LO y la LC es muy grande se habla de
circuitos con “gap excitable” en los que hay una amplia franja de tejido que separa la cabeza
de excitacion de la cola de refractariedad. Cuando la separacién es pequefia se habla de
circuitos sin gap excitable. Wiener y Rosenblueth describieron también la formacion de un
circuito de reentrada en ausencia de un obstaculo anatdbmico (Wiener y Rosenblueth, 1946),
pero consideraron que esta seria una situacién inestable y por tanto la presencia de un
obstaculo seria una condicién necesaria.

A pesar de que los modelos mencionados eran capaces de explicar satisfactoriamente el
mecanismo de reentrada alrededor de un obstaculo anatomico, no podian describir
correctamente el mecanismo de reentrada funcional, es decir, aquella en el que el circuito esta
determinado por las heterogeneidades de las propiedades electrofisiolégicas del tejido
involucrado (Jalife, 2010). En 1950, Gordon Moe introdujo el concepto de “reentrada por
multiples ondas”, basandose en los resultados obtenidos mediante simulaciones
computerizadas. Segun este mecanismo, toda la auricula estaria participando en la FA debido
a la presencia de mdltiples circuitos de reentrada. Esto implica un proceso dinamico en el que
los frentes de onda estarian continuamente fraccionandose y autoperpetuandose como “ondas
hijas” (Moe y Abildskov, 1959; Moe y cols., 1964). Posteriormente, en los afios 70, Allessie y
cols., propusieron la hipétesis debdding circle” o circuito guia, tras registrar, mediante
microelectrodos mudltiples, la formacion de pequefios circuitos de reentrada ininterrumpidos
en preparaciones auriculares de corazones de perros en ausencia de obsticulos anatomicos
(Allessie y cols., 1973). Segun estos autores, en la reentrada funcional un frente de onda lineal
circula a través de tejido parcialmente refractario y alrededor de un nudcleo central que se
mantiene en estado refractario al ser bombardeado constantemente por los frentes de onda
centripetos (Figura 33B).

El circuito guia es por tanto el circuito mas pequefio posible en el que un impulso puede
continuar circulando (Allessie y cols., 1976). Aunque esta idea se basa en la hipotesis de
Lewis, existen 3 diferencias significativas: (i) en teoria, la ausencia de un obstaculo
anatémico imposibilita la interrupcion de la arritmia mediante un estimulo externo; (ii) el
circuito guia fuerza al frente de onda a invadir su propio periodo refractario, impidiendo la
formacion de una franja totalmente excitable, haciendo la arritmia inestable y propensa a la
terminacion espontanea; (iii) comparada con la reentrada anatomica, la duracion del ciclo en

la reentrada funcional es mucho menor (Allessie y cols., 1976 y 1977). Posteriormente, los
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mismos autores demostraron que entre 4 y 6 circuitos de reentrada funcionales eran
suficientes para producir una actividad turbulenta en las auriculas, apoyando la hipotesis de
Moe (Allessie y cols., 1985).

¢ranja excitabjg

Figura 33. Cuatro conceptos diferentes de reentrada. (A) Reentrada alrededor de un obstaculo anatdmico
circular. La reentrada ocurre cuando la longitud de onda (en negro) es mas pequefa que el circuito permitiendo
una franja excitable (en blanc@R) Hipotesis del circuito guia. El frente solapa con la cola gracias a una franja
excitable parcial. La hip6tesis sugiere que los frentes de onda que invaden el centro provocan un estado
refractario.(C) Onda espiral bidimensional rotando en sentido anti-horario alrededor de un nicleo no excitado
pero excitable (punto rojo) en una monocapa de miocitos ventriculares de ratas ne¢bat8lesulacion por
ordenador de un rotor en tres dimensiones rotando en sentido anti-hot@rigada de Jalife, 2009]

Sin enbargo, aunque esta hipotesis prevaleciéo durante 20 afos, era insuficiente para
explicar la dinamica de la FA y la FV (Davidenko y cols., 1990, Jalife y cols., 1998). El
principal problema es que el circuito guia implica, por definicién, un estado refractario del
centro de rotacion. Por lo tanto, fija la onda circulante en un punto estable e impide que el
centro de rotacion migre (Allessie y cols., 1977). Pero, como diversos estudios han
comprobado, el desplazamiento y la migracién de las ondas circulantes son caracteristicas
muy importantes de la reentrada funcional, particularmente cuando el sustrato es heterogéneo
(Jalife y Gray, 1996; Jalife y Pandit, 2005; Mansour y cols., 2001).
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En paralelo con las investigaciones mencionadas se fue desarrollando el concepto de la
formacion de ondas espirales debido a la presencia de “rotores” en el tejido cardiaco (Krinsky,
1966; Winfree, 1987). El musculo cardiaco, como medio excitable que es, comparte muchas
caracteristicas con otros medios excitables como las reacciones quimicas autocataliticas, las
ondas de Cd en las células cardiacas, el cerebro, la retina, etc. (Winfree, 1972 y 1989; Gray
y cols, 1998). Una de las propiedades de estos medios es la formaciéon de ondas en forma de
vortices alrededor de una “singularidad de fase” (como los observados en los torbellinos o los
huracanes). Estas singularidades de fase o pivotes se crean tras la rotura de un frente de onda
al encontrarse en su propagacion con tejido refractario o con un obstaculo anatémico. En ese
punto de ruptura, el frente de onda se curva y enlentece hasta llegar a converger con su propia
cola de refractariedad, creandose un rotor (Figura 33C). Cuando un rotor esta estacionario,
pivota alrededor de la singularidad de fase en una trayectoria circular que forma el nacleo de
la onda espiral. Sin embargo, cuando el rotor migra, su trayectoria puede tener distintas
formas, dependiendo de la excitabilidad del tejido. Se propuso que estos rotores podrian
existir en el corazén y que serian el verdadero mecanismo de reentrada funcional. El
equivalente de una onda espiral en 3 dimensiones se denomina “scroll wave” (Figura 33D)
(Winfree, 1973). La primera demostracion experimental de una onda espiral en el corazén fue
hecha en cortes ventriculares de corazones de oveja por Davidenko y cols., en 1990
(Davidenko y cols., 1990). Esto fue posible gracias al uso de colorantes potenciométricos que
permitieron el mapeo de alta resolucion de la actividad eléctrica cardiaca (Salama y Morad,
1976). En las siguientes dos décadas se ha ampliado el conocimiento sobre la dinamica,
formacion, mantenimiento y fragmentacion de las ondas espirales y de los rotores (Jalife y
cols., 1998; Taberaux y cols., 2009; Jalife, 2011; Pandit y Jalife, 2013). Aunque aun existe un
debate sobre los mecanismos precisos de la fibrilacion (esto es, si se debe a un pequefio
namero de rotores o a multiples ondas), la teoria de los rotores se ha convertido en una
importante explicacibn mecanistica de las arritmias fibrilatorias (Voigt y cols., 2010; Skanes,
2009; Jalife, 2011; Narayan y cols., 2012; Pandit y Jalife, 2013).

4.2. Dinamica de los rotores

La excitabilidad y refractariedad del medio determinan la dindmica de los rotores (Zykov,
1980). La excitabilidad condiciona la velocidad de conduccion del frente en su propagacion
alrededor del nucleo vy, con ella, la frecuencia de rotacién. Asimismo, determina el radio del
nacleo al condicionar el valor critico de curvatura del vértice de la espiral e impedir la

propagacion hacia su interior. Esta bien establecido que los frentes de onda concavos se
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propagan mas rapidos que los frentes de onda planos y estos a su vez, se propagan mas rapido
gue los frentes de onda convexos (Fast y Kléber, 1997). Los frentes de ondas de un rotor tiene
una curvatura convexa creciente hacia el ndcleo, lo que provoca una disminucion de la
velocidad de conduccion hacia el centro de rotacion (Figura 34A). En el perimetro del nucleo

la curvatura alcanza un valor critico que provoca una desproporcion entre la corriente
despolarizante que genera el frente de ondafl@rincipalmente) y la corriente electrotonica
necesda para despolarizar las células en estado de reposo del nucleo (controladg por la

Por ota parte, la refractariedad total en el vértice de la reentrada esta definida por la suma
de la DPA de las células recién despolarizadas, o refractariedad absoluta, mas la franja de baja
excitabilidad que la secunda, o refractariedad relativa. Ambas establecen el estado del tejido
que precede al frente de onda reentrante en las inmediaciones del nucleo. Asi, la
refractariedad también modula la excitabilidad del tejido en el vértice de la espiral,
condicionando la frecuencia y el tamafio del nacleo del rotor (Zykov, 1980; Pertsov y cols.,
1981).

Cabe estacar las importantes diferencias entre la dindmica de los rotores y la de los
circuitos guia. Primero, el circuito guia considera el frente de onda lineal, por lo que la
velocidad de conduccion es la misma en cualquier punto del frente (Fast y Kléber, 1997). Sin
embargo, en un frente espiral, la velocidad de conduccion depende de la curvatura y por lo
tanto disminuye progresivamente hacia el centro del rotor. La segunda diferencia es que la
hipotesis el circuito guia asume que en el nucleo existe una refractariedad total, debido a la
invasion continua de las ondas centripetas, impidiendo al circuito de reentrada migrar a traves
del tejido cardiaco (Figura 33B). Por el contrario, los rotores son capaces de desplazarse y
migrar dado que pivotan alrededor de tejido no excitado pero excitable (Gray y cols., 1995).
Por lo tanto, el mecanismo de rotacion no depende de la refractariedad del nucleo, sino de
cuan acusada sea la curvatura cerca del punto de singularidad, que es el factor que enlentece
la conduccién hasta el punto critico en el que el frente de onda es incapaz de invadir el nlcleo
(Jalife, 2009). Por ultimo, en la teoria de rotores, la longitud de onda tampoco es fija, sino que
se acorta progresivamente conforme uno se acerca al punto de singularidad (Figura 34B),
debido al los gradientes electrotonicos que se establecen entre las células del nucleo y las
células vecinas (Jalife, 2009). Esto tendra importantes implicaciones a la hora de modular el
PA mediante farmacos dado que no existe una DPA Unica en los rotores, sino multitud de
valores distintos dependiendo de su posicion en el frente espiral (Jalife, 2009 y 2010; Pandit y
Jalife, 2013).
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Velocidad (VW ,.,) Longitud de onda (W/W,,,)

117 122

Figura 34. Dinamica, formacion y fragmentacion de los rotores. (A y B) Representacion tridimensional de la
velocidad de conduccio() y de la longitud de ondéB) en un rotor obtenida por mapeo oOptico de una
monocapa de miocitos ventriculares neonatales de rata. La velocidad de conduccion disminuye al aumentar la
curvatura del rotor. La longitud de onda sigue los cambios de la velocidad de conduccion y IECPPA.
Formacion de un rotor. Una onda alcanza un obstaculo funcional (i) y empieza a circunvalarlo (ii). Si las
condiciones de excitabilidad son las adecuadas, 2 ondas hijas se separan del obstaculo, generando una
singularidad de fase (SF) en cada extremo roto (iii). Las ondas formadas se curvan alrededor del las
singularidades y empiezan a rotar (ff)) Modelo por ordenador de un rotor a altas frecuencias en una capa de
miocitos ventriculares. Se aprecia como las ondas que emanan del rotor se fragmentan, iniciando una
conduccion fibrilatoria. Los nimeros bajo cada fotograma indican milisegyiddastada de Vaquero y cols.,

2008 y Jalife, 2009]

4.3. Formacion de los rotores

Las ondas de reentrada pueden iniciarse como consecuencia de la interaccién de un frente
de onda con un obstaculo apropiado que se interpone en su camino (Pertsov y cols., 1993).
Dependiendo de la excitabilidad del tejido, esto puede dar lugar a una reentrada funcional. Por
ejemplo, si la excitabilidad del tejido es alta, el frente de onda circunvala al obstaculo, sin
separarse de él, sus dos extremos se reencuentran, se fusionan, recuperan su forma primitiva y

contindan su camino. Si la excitabilidad es menor (o con frecuencia de excitacibn mas alta),
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los extremos rotos no convergen, sino que se separan del obstaculo, moviéndose en
direcciones opuestas, de forma que el frente de onda se fragmenta en dos ondas hijas, cada
una flanqueada por una singularidad de fase y un borde del tejido. Cada frente de onda se
curva sobre su pivote e inicia un movimiento de reentrada funcional en figura de ocho (Figura
34C). Cuando la excitabilidad es ain mas baja, el frente de onda también se rompe en dos,
pero las ondas hijas resultantes se encogen gradualmente hasta desaparecer; es decir, sufren
“conduccion decremental”. De acuerdo con la teoria de los sistemas excitables, para que el
frente de onda se divida en dos, el tamafio del obstaculo ha de ser similar al de la anchura del
frente de onda (Pertsov y cols., 1990). Como la anchura del frente de onda en el musculo
cardiaco normal es de 1 mm aproximadamente (Spach y cols.,1989a y 1989b), solo los
obstaculos 2 mm pueden fragmentar los frentes de onda (Figura 34D).

Ede fendmeno se denomimartex shedding (literalmente, “vertiente de vortices”) (Cabo
y cols., 1996) y requiere que se cumplan 2 condiciones: a) que tanto la estructura anatomica
como las propiedades electrofisioldgicas del masculo cardiaco sean heterogéneas (Zipes y
Wellens, 1998), y b) que en algun lugar del corazon se favorezca la formacion de un foco
ectopico cuya frecuencia de activacion sea tan alta que los frentes de onda que genere
choquen con las colas refractarias de ondas previas.

La complicada estructura anatomica del corazon normal y la variabilidad intrinseca de las
propiedades electrofisiologicas genera gradientes espaciales de periodos refractarios lo que
constituye una fuente de obstaculos que puede llevar al establecimiento de arritmias de
reentrada (Laurita y cols., 1996). No obstante, habitualmente no hay arritmias sostenidas ya
que solo pueden inducirse mediante estimulos de alta frecuencia o muy prematuros, y/o en
presencia de isquemia, farmacos o anormalidades genéticas. De hecho, este tipo de arritmias
son mas frecuentes en pacientes que presentan arterioesclerosis coronaria, alteraciones
fibréticas miocéardicas difusas o ambas. Hoy dia existe un acuerdo general en que la
heterogeneidad eléctrica que lleva al establecimiento de gradientes refractarios es el factor
mas importante causante de la iniciacién de la FV (Zipes y Wellens, 1996).

4.4. Papel de la Ik, en el mantenimiento de los rotores
La Ik; juega un papel fundamental en la fase final de la repolarizacion del PA (es decir, la

fase 3). De hecho, el aumento en la densidad délaacorta la DPA, mientras que su

disminuddn tiene el efecto contrario (Lopatin y Nichols, 2001).
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Figura 35. Bloqueo de la I, y dinamica de la FV. (A) Redificacién delx; en los miocitos del ventriculo
izquierdo de cobaya tras perfusion con 2 dosis d&. @) Mapas promedio de las frecuencias dominantes que
muestran cémo la heterogénea distribucién en el control se homogeniza tr&$ eée§més de la importante
disminucioén de la frecuencia del rotor principal situado en ventriculo izquietdElectrocardiograma y sus
transformadas de Fourier en situacién de control y tras?g| &#es y después de la conversién de la FV en una
arritmia polimorfica mas lentdAdaptada de Warren cols., 2003]

El papé¢ de la/k; en el comportamiento de los rotores ha sido investigado tanto con
simulaciones por ordenador como experimentalmente. Mediante cartografia Optica en
corazones de cobayo se observd que la FV presenta frecuencias dominantes
significativamente mayores en ventriculo izquierdo (32 Hz) que en el derecho (14 Hz) (Samie
y cols., 2001).

Al registrar lalk; en miocitos de ambas camaras se observo que la rectificacidrkde la
es maor en las células del ventriculo izquierdo que en las del derecho. Esta diferencia en la
intensidad de la rectificacion dg;, fue posteriormente atribuida a una mayor presencia de
canals Kir2.1 en el ventriculo izquierdo (Warren y cols., 2003). La menor rectificacion
implica una mayor cantidad de corriente repolarizante durante la fase 3 del PA vy, por tanto,
una menor duracion de los PAs en el ventriculo izquierdo que en el derecho. La menor DPA

permite la estabilizacion del rotor en el ventriculo izquierdo. Esto desestabiliza el rotor,
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evitando asi que el ventriculo derecho sea capaz de mantener espirales estables a tan altas
frecuencias (Samie y cols., 2001).

Para confirmar la hipotesis del papel de la amplitud del componente de salida;d=nla
la edabilizacion de los rotores en el ventriculo izquierdo, Warren y cols. (2003) utilizaron
diversas concentraciones de’B&1-50 pM) (Kubo y cols., 1993a) para inhibir de manera
seletiva la Ix; (Figura 35A) (Warren y cols., 2003). Demostraron que la inhibicion dg la
disminwe las frecuencias de excitacion del ventriculo izquierdo (Figura 35B) y aumentan la
organizacion de la FV (Figura 35C) transformandola en taquicardia ventricular con una
frecuencia mucho menor (Dorian y cols., 1996; Warren y cols., 2003).

La sobreexpresion di; en corazones de un modelo transgénico de raton acelera la fase
final de la repolarizacién del PA, acortando la DPA vy el intervalo QT (Li y cols., 2004;
Noujaim y cols., 2007). Durante la reentrada, esto provoca una longitud de onda menor y una
hiperpolarizacion de la membrana, lo que contribuye a una mayor disponibilidad de canales
de Nd durante el periodo excitable, y por tanto un aumento de la excitabilidad. Ademas, la
sobreepresion delx; aumenta el gradiente de voltaje entre las células en reposo del centro
del robr y las células activas adyacentes. Estos efectos ayudan a potenciar las corrientes
electroténicas que fluyen continuamente entre las células en reposo y las células activas, lo
gue contribuye a acelerar la repolarizacion de las células activas (Beaumont y cols., 1998;
Noujaim y cols., 2007). El resultado final es un rotor mas r4pido y estable en los corazones
transgénicos que en los corazones de ratones WT. Ademas, durante la reentrada, en los
corazones transgenicos que sobreexprggamas células no excitadas en el centro del rotor,
tienen una conductancia de salida mayor, lo que disminuye la probabilidad de ser excitadas
por la influencia despolarizadora de las células adyacentes, ayudando a reducir el tamafio del
centro del rotor y su desplazamiento, y por tanto estabilizandolo. En el modelo matematico de
FA diseilado por Courtemanche, la sobreexpresidp;déambién aceleraba y estabilizaba la
actividad del rotor, en consonancia con lo descrito anteriormente (Pandit y cols., 2005). En el
mismo modelo se estudiaron los efectos de la reduccién de la conductancia y del grado de
rectificacion de ldk;. La reduccion en un 20% de la conductancidggdenlentecio pero no
termind con la actividad del rotor. Sin embargo, la modificacion de los perfiles de
rectificacion de lalk;, tanto reduciendo el pico maximo de la corriente de salida, como
aumentado el grado de rectificacién provocaba el enlentecimiento e incluso terminacién del
rotor (Pandit y cols., 2005).

Por tanto, todos estos experimentos apoyan el hecho dueda un estabilizador de la
reentada, dada su capacidad de acortar la DPA y reducir la velocidad de conduccion cerca del
centro del rotor (Beaumont y cols., 1998; Samie y cols., 2001; Noujaim y cols., 2007; Grzeda
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y cols., 2009). Un aumento enAa, previene las interacciones entre el frente de onda y la
cola derefreactariedad, y por tanto evita la desestabilizacién del rotor y su fraccionamiento
(Samie y cols., 2001). Ademas, la relacion entie,lg la Ina, €S un factor muy importante en

el contol de la excitabilidad cardiaca, y por consiguiente de la estabilidad y frecuencia de la
reentrada (Noujaim y cols., 2007). Por lo tanto, esto conviertd,@ &n una diana para el
desarollo de los nuevos farmacos antiarritmicos para el tratamiento de las arritmias
fibrilatorias. Dado que la FA es la arritmia mas frecuente afectando a mas del 1% de la
poblacion general, lo 6ptimo seria el desarrollo de un farmaco que disminuyg@a la
auriaular sin modificar las corrientes ventriculares. Para ello el primer requisito es que la

composicién de los canales que generdplauricular y ventricular fueran diferentes.

5. FARMACOS ANTIARRITMICOS

Los farmacos antiarritmicos (FAA) son un grupo muy heterogéneo de sustancias que
suprimen y/o previenen las alteraciones del ritmo cardiaco. El tratamiento antiarritmico tiene
dos objetivos: a) aliviar los sintomas del paciente (palpitaciones, fatiga, sincope) o sus
complicaciones (tromboembolismos, insuficiencia cardiaca), lo que se puede conseguir, tanto
por suprimir 0 reducir la frecuencia de la arritmia, como por prevenir su recurrencia; y b)
prolongar la supervivencia y reducir el riesgo de muerte subita. Sin embargo, los ensayos
clinicos controlados han demostrado que los farmacos antiarritmicos no solo son poco
efectivos para controlar las arritmias cardiacas, sino que pueden producir importantes
reacciones adversas, cardiacas y extracardiacas y, paradéjicamente, pueden inducir y/o
perpetuar las arritmias del pacien¢gdros proarritmicos de los FAA). Si a todo lo anterior
afladimos que en la mayoria de los casos desconocemos los mecanismos implicados en la
génesis y/o mantenimiento de la arritmia, es evidente que el tratamiento antiarritmico es en
muchos casos empirico, basandose la seleccion del farmaco antiarritmico en la las
caracteristicas de la arritmia, la comorbilidad del paciente y, sobre todo, en el perfil de
seguridad del farmaco seleccionado.

A pesar de todo lo anterior, los farmacos antiarritmicos contintdan siendo el tratamiento de
eleccion en la mayoria de los pacientes con arritmias, aunque las estrategias no-
farmacoldgicas (desfibriladores implantables, marcapasos, ablacion con catéter) y quirdrgicas
de las arritmias pueden ser el tratamiento de eleccion en determinados grupos de pacientes. Es
mas, incluso los pacientes sometidos a ablacion y los portadores de un desfibrilador
implantable requieren, con frecuencia, la administracion de farmaco antiarritmico para

controlar las arritmias sintomaticas (Tamargo y Valenzuela, 2008).
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5.1. Clasificacion

La clasificacion de FAAs en cuatro grupos propuesta por Vaughan-Williams es la que mas

frecuentemente se utiliza a pesar de sus limitaciones (Vaughan-Williams, 1970):

» Grupo I: Blogueantes de los canales dé Napendientes del voltaje.
* Grupo II: Antagonistas de receptoresafirenérgicos.

* Grupo III: Farmacos que prolongan la DPA vy el periodo refractario cardiaco a
concentraciones a las que no modifican la velocidad de conduccién

intracardiaca.

« Grupo IV: Farmacos bloqueantes de los canales d& @ependientes del
voltaje tipo L.

Sin embargo, esta clasificacion no incluye diversos farmacos antiarritmicos y asume que
el mecanismo de accion de los farmacos pertenecientes a un mismo grupo esta Unicamente
relacionado con el descrito en la clasificacion; no obstante, la mayoria de los farmacos
antiarritmicos presentan mas de un mecanismo de accion antiarritmico. Esto explica por qué,
en contra de lo que se podria esperar, farmacos de un mismo grupo pueden presentar

propiedades y aplicaciones clinicas muy dispares (Tamargo y Valenzuela, 2008).

5.2. Farmacologia de los FAA del grupo I

Estos farmacos bloguean los canales deldlgue disminuye la entrada de Nturante la

faseO vy, con ello, la amplitud de los PAs generados. Como consecuencia, la diferencia de
potencial entre la célula excitada y las adyacentes es menor, y el circuito local de corriente
que permite la excitacion de las células contiguas puede no ser suficiente para conseguir la
progresion del frente de activacion. Los FAAs del grupo | deprimen la excitabilidad y la
velocidad de conduccién del impulso en el circuito de reentrada siendo este efecto mas
marcado en las areas donde la conduccion estaba mas deprimida. Como se ha mencionado
antes, la depresion de la excitabilidad disminuye la frecuencia de rotacion de los rotores
porque amplia su radio de giro, obligandolos a invadir un area miocéardica mayor y
disminuyendo la probabilidad de su mantenimiento. Sin embargo, la disminucion de la

excitabilidad también puede hacer que un frente de activacion se fragmente y si esta
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disminucién no es homogénea, hara que el frente gire en torno a las zonas en las que la

depresion es mayor y se genere un nuevo circuito reentrante (Delpon y cols., 2008b).

5.2.1. Mecanismo general de accion

Los FAA del grupo | se unen en un sitio receptor localizado en la region del poro de la
subunidada; del canal de Nacardiaco. Para acceder a este receptor atraviesan por difusion
pasiva & membrana celular y penetran en el poro desde la cara citoplasmatica. Todos los FAA
del grupo | son bases deébiles que a pH fisiolégico coexisten en forma cationica y neutra,
predominando la catidnica. Es la forma neutra (F) la que puede atravesar la membrana, pero
es la catidnica (FH la que se une al receptor. El sitio receptor para FAA del grupo | esta
localizado en el S6 del dominio IV (IVS6) siendo criticos para la union los residuos Y1771y
F1764, aunque estan involucrados otros residuos localizados en el S6 del dominio Ill. La
conformacion del receptor probablemente cambia en cada uno de los 3 estados en los que
puede estar el canal de Nas decir, abierto, inactivo y cerrado), lo que explicaria por qué la
afinidad de los FAA por el receptor no es constante, sino que esta modulada por el estado en
el cual se encuentra el canal (hipétesis del receptor modulado). La afinidad de los FAA del
grupo | por el canal en estado cerrado es muy baja, pero es alta en estado abierto y/o inactivo.
Todos los FAA del grupo | prolongan el tiempo necesario para la reactivacién del canal de
Na" desde =20 ms hasta incluso varios segundos. Esta prolongacion del tiempo de
reactivacion es responsable del bloqueo de la conduccién durante una taquicardia rapida,
cuando el intervalo diastdlico se abrevia tanto que no permite que se complete la reactivacion
(Delpdn y cols., 2008b).

Los FAA del grupo | presentan importantes diferencias farmacoldgicas entre si que no se
limitan al tipo de blogueo del canal de'Nme producen. Practicamente todos ellos bloquean
en mayr o menor medida alguno/s de los canales tg/& de C4". Muchos de ellos son
también antagonistas de receptores adrenérgicos y/o muscarinicos. Son farmacos por tanto
con multiplicidad de acciones que modulan los efectos electrofisioldgicos finales que se
observan en la clinica. Utilizando como criterio cuanto prolongan la reactivacion del canal de

Na’ se han subclasificado en tres subgrupos:
« Subgrupo Ia: retrasan la reactivacion del canal d€ Negando a ser necesaries s

pam que ésta se complete. Todos ellos bloquean diversos canal€s pierdes el

bloqueo dda corrientely, el principal responsable de la prolongacion de la DPA y del
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intervalo QT que producen. Como consecuencia de la prolongacién de la DPA y de la
reactivacion, prolongan el periodo refractario. Presentan una potencia de bloqueo del
canal de N& entre moderada y marcada, deprimiendo la velocidad de conduccion

intracardiaca y prolongando el intervalo QRS cuando el paciente esta en ritmo sinusal.

« Subgrupo Ib: son los que menos retrasan la reactivacion del canal d¢28@-500
ms), yno bloquean canales dé&,Kor lo que acortan la DPA por disminuir la entrada
de Nd durante la fase 2. Por tanto sus efectos sobre el complejo QRS y el QT son
minimos. Son muy eficaces para prevenir extrasistoles precoces o taquicardias con una
frecuencia rapida y sus efectos se potencian en células parcialmente despolarizadas
(isquemia, intoxicacion digitalica). Sin embargo, no bloquean la conduccion intra-
cardiaca cuando el paciente esta en ritmo sinusal, puesto que el intervalo diastélico es

lo suficientemente prolongade§00 ms) como para permitir la reactivacién del canal.

* Subgrupo Ic: son los que mas retrasan la reactivacion del canal llegando=hasta
Por ello deprimen la velocidad de conduccion intracardiaca y prolongan el intervalo
QRS cuando el paciente esta en ritmo sinusal. Prolongan la repolarizacion en el tejido
auricular de modo dependiente de la frecuencia pero apenas si modifican la

ventricular.

Dado que el tiempo que tardan los farmacos de los grupos la y Ic en disociarse del canal
es mucho mayor que el intervalo entre dos latidos cardiacos normales, estos farmacos
deprimen la velocidad de conduccién intraauricular e intraventricular (prolongan el QRS)
incluso en pacientes en ritmo sinusal. Esta depresion facilitaria la aparicion de bloqueos
intracardiacos y arritmias por reentrada, particularmente en pacientes con cardiopatias
estructurales (cardiopatia isquémica, hipertrofia o insuficiencia cardiaca) (Delp6n y cols.,
2008b).

5.2.2. FAA del grupo Ic
Flecainida y propafenona (Figura 36) presentan una elevada afinidad por el estado

activo del canal de Nay prolongan de forma marcada su reactivacion, siendo los farmacos

que masieprimen laly,y los que mayor incidencia de efectos arritmogénicos producen.

104



INTRODUCCION

5.2.2.a. Acciones farmacoldgicas

A concentraciones terapéuticas, son los farmacos antiarritmicos que mas deprimen la
velocidad de conduccion intraauricular e intraventricular (ensanchan el @RSgxplica
por qué pueden facilitar la apariciéon de blogueos intracardiacos y arritmias por reentrada,
particularmente en pacientes con alteraciones previas de la conduccion ventricular (p.ej.
postinfarto de miocardio, insuficiencia cardiaca, miocardiopatias). Aunque no modifican la
DPA ventricular (no prolongan el QT), si prolongan el periodo refractario ventricular al
retrasar de forma marcada la reactivacion del canal de $la embargo, flecainida y
propafeona prolongan la DPA y de los periodos refractarios auriculares, siendo este efecto
mas marcado a frecuencias auriculares rapidas, lo que explica su efectividad para convertir la
fibrilacion auricular a ritmo sinusal. También deprimen la velocidad de conduccion y
prolongan el periodo refractario del nédulo AV y de las vias accesorias AV. Flecainida y
propafenona modifican poco la frecuencia sinusal, pero suprimen el automatismo del sistema
de His-Purkinje, el automatismo anormal y la actividad desencadenada por pospotenciales
tempranos o tardios (Tamargo y Valenzuela, 2008).

La flecainida o la propafenona apenas si modifican la contractilidad cardiaca, la presion
arterial o el volumen minuto cardiaco, pero cuando se administran por via intravenosa o en
pacientes con insuficiencia cardiaca reducen la contractilidad, pudiendo desencadenar o

agravar la insuficiencia cardiaca.

5.2.2.b. Caracteristicas farmacocinéticas

La flecainidase absorbe muy bien por via oral (biodisponibilidad 95%) y alcanzg.su C
al cabo de 1-2 h. Se une a proteinas plasmaticas en un 40% y se biotransforma en un 75% en
el higado, formandose metabolitos conjugados inactivos que se eliminan junto con el farmaco
no biotransformado por via renal. Su semivida es de unas 8-14 h y aumenta (19-50 h) en
pacientes con insuficiencia cardiaca, arritmias ventriculares o insuficiencia renal.

La propafenona se absorbe bien por via oral, pero su biodisponibilidad es baja (5-30%) ya
gue sufre un importante efecto de primer paso hepatico. Su accién aparece al cabo de 30 min,
alcanza su fux al cabo de 2-4 h y se prolonga durante 8 h. Por via intravenosa, su efecto es
inmediao y se prolonga durante 2 h. Se une ajkglucoproteina acida (95%), se distribuye
ampliamente y se biotransforma por el CYP2D6 en diversos metabolitos, de los que la 5-
hidroxipropafenona es mas potente que la propia propafenona para inhilir En los

metadolizadores rapidos (90% de la poblacion) su semivida es de 5-8 h y en los lentos de 15-
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17 h. La propafenona y sus metabolitos se eliminan conjugados por via renal (Tamargo y

Valenzuela, 2008).
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Figura 36. Estructuras quimicas de la flecainida y la propafenona.
5.2.2.c. Aplicaciones terapéuticas

Los farmacos del grupo Ic son de eleccion para revertir la fibrilacién auricular a ritmo
sinusal en las primeras 48 horas de su aparicion y para prevenir las recurrencias en pacientes
sin cardiopatia estructural. Recientemente, se ha acuiado el término “pildora en el bolsillo”,
gue consiste en que el paciente se auto-administre un farmaco del grupo Ic tan pronto como
aparecen los sintomas de fibrilacion auricular con el fin de revertir la arritmia lo mas
rapidamente posible a ritmo sinusal. Sin embargo, antes es necesario probar en medio
hospitalario que el paciente tolera estos farmacos y descartar la existencia de disfuncion de los
nodulos SA o AV,bloqueo de rama, cardiopatia estructural o un sindrome de Brugada.
También son efectivos en la profilaxis y tratamiento de taquicardias por reentrada intranodal,
y, por deprimir la conduccién anterégrada y retrograda a través del nédulo AV y de las vias
accesorias, en taquiarrimitas asociadas al sindrome de Wolff-Parkinson-White.

Sin embargo, la flecainida y la propafenona estan contraindicados en el tratamiento de
extrasistoles ventriculares y taquicardias ventriculares en pacientes con cardiopatia estructural

(infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca) ya que aumentan 2-3 veces la mortalidad total y
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arritmogénica. Ello es debido a que deprimirian aiin mas la excitabilidad y la velocidad de
conduccion, facilitando la aparicion de nuevas areas de bloqueo y de taquiarritmias
ventriculares por reentrada. Es decir, que la flecainida podria los convertir episodios
isquémicos no fatales en fatales. Por tanto, solo se utilizardn en pacientes con taquicardias
ventriculares sin cardiopatia estructural o en taquicardias ventriculares recurrentes en

pacientes portadores desfibrilador automético (Tamargo y Valenzuela, 2008).

5.2.2.d. Reacciones adversas e interacciones

Las mas frecuentes son digestivas (estrefiimiento, nauseas, vomitos, anorexia, molestias
abdominales, disguesia, ictericia colestasica) y neuroldgicas (mareos, fatiga, parestesias,
cefaleas, alteraciones del gusto, vision borrosa, diplopia), pero las mas graves son las
cardiovasculares (depresion de la contractilidad, hipotension, bradicardia, bloqueos AV e
intraventriculares y taquiarritmias ventriculares) (Tamargo y Valenzuela, 2008).

Una de las reacciones adversas mas peligrosas es el agravamiento de la arritmia original o
la induccidn de nuevas arritmias que pueden ser incluso mortales (Echt y cols., 1991). Se han
descrito dos tipos de efectos proarritmicos; uno relacionado con el bloqueo de los canales de
Na" y otro con la prolongacion excesiva de la DPA, debido al bloqueo de canal€s de K
cardecos. La depresion de la excitabilidad constituye, simultaneamente, el origen de los
efectos anti y proarritmicos, y por lo tanto, cuanto mas deprimen la excitabilidad y mas
potentes efectos antiarritmicos producen, mas riesgo conllevan. Sus acciones proarritmicas
son mas frecuentes en pacientes con insuficiencia cardiaca, trastornos previos de la
conduccion intraventricular, cardiopatia isquémica o cardiopatias estructurales (Delpon y
cols., 2008b). En un 1-2% de los pacientes flecainida y propafenona pueden convertir la
fibrilacion auricular en un “flutter” con conducciéon AV 1:1, aumentando la frecuencia
ventricular hasta 160-180 latidos/min; para evitarlo, es necesario administrar previamente un
farmaco que deprima la conduccion AV (digoxiBahloqueantes, verapamilo o diltiazem)
(Tamargo y Valenzuela, 2008). Las principales interacciones farmacoldgicas se muestran en
la Tabla 16.

La flecainida y la propafenona estan contraindicadas en pacientes con hipotension arterial,
infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca, enfermedad del seno, bradicardia o bloqueos AV
o intraventriculares (a menos que se haya implantado un marcapaso). La propafenona, por su
accion B-bloqueante, podria estar contraindicada en metabolizadores lentos asmaticos

(Tamargo y Valenzuela, 2008).
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Farmaco Interaccion con Resultado

Flecainida Amiodarona Aumentan las Cp de flecainida
Digoxina Mayor riesgo de bradicardia y bloqueo AV
FAA del grupo la Mayor riesgo de IC y de blogueos intracardiacps
B-bloqueantes, Mayor riesgo bradicardia, bloqueo AV e IC

diltiazem, verapamilo

Inhibidores de CYP2D§  Aumentan las Cp de flecainida
(quinidina y fluoxetinal)
Propafenona| Digoxina Mayor riesgo de bradicardia y bloqueo AV
FAA del grupo la Mayor riesgo de insuficiencia cardiaca y| de

bloqueos intracardiacos

Tabla 16. Interacciones medicamentosas de los FAA de clase Ic. AV: auriculo-
ventricular. Cp: concentraciones plasmaticas. FAA: farmacos antiarritmicos. IC: insuficiencia

cardiaca

5.2.2.e. Efectos sobre las corrientes cardiacas

» Efecto sobre lana

La flecainida inhibe lalya a concentraciones terapéuticassglG 1.2 uM) (Anno y
Hondednem, 1990; Follmer y Colatsky, 1990). A concentraciones supraterapéuticas=(IC
19 uM), inhibe la entrada de Najue se produce durante la fase de meseta del potencial de
accion (Iya, ). Como cosnecuencia, la flecainida disminuye la velocidad méaxima de
despolaizacidon (Vnax, Un indice indirecto de I&;) de los potenciales de accidn registrados
en célllas musculares auriculares y ventriculares y en el sistema His-Purkinje (Roden y
Woosley, 1986; Tamargo y cols., 2011; Alliot y cols., 2011; Tamargo y cols., 2012).

La flecainida presenta una alta afinidad por el estado activo-abierto de los canalés de Na
y prolonga marcadamente el tiempo de reactivacion de los mismos durante la diastole
(constante de tiempo de reactivacion > 6 s) (Holmes y Heel, 1986; Tamargo y cols., 2012).
Esta marcada prolongacion de la reactivacion explica por qué la flecainida disminuye la
excitabilidad y la velocidad de conduccidn intra-auricular e intra-ventricular (prolongan el
periodo refractario y el QRS del ECG) incluso cuando el paciente esta en ritmo sinusal, y por
qué prolonga el PRE auricular y ventricular mas de lo que dura el PA (PRE/DPA >1) (Alliot y

cols., 2011; Tamargo y cols., 2012). Como consecuencia, el bloqued\deitaducido por
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la flecainida aumenta (Campbell y Vaughan Williams, 1983; Follmer y Colatsky, 1990;
Tamargo y cols., 1992): 1) a frecuencias rpidas de estimulacién ("bloqueo frecuencia-
dependiente"), ya que en estas circunstancias aumenta el tiempo que los canalgmsanNa
en esado activo y/o inactivo y se acorta la diastole (durante el cual se produce la reactivacion
del canal), por lo que el siguiente latido de la taquicardia aparece antes de que los canales se
hayan reactivado y, por tanto, no se conduce. 2) En células cardiacas parcialmente
despolarizadas (isquemia, hiperpotasemia), ya que en estas circunstancias se retrasa aun mas
la reactivacion del canal Ng"bloqueo voltaje-dependiente”). Sin embargo, este marcado
bloqueo delos canales de Naes responsable de los efectos proarritmogénicos de la
flecanida, ya que la depresion de la excitabilidad y de la velocidad de conduccion que
produce, facilita la aparicion de bloqueos intracardiacos y de arritmias por reentrada,
particularmente en pacientes con cardiopatias estructurales (cardiopatia isquémica, hipertrofia
o insuficiencia cardiaca) o alteraciones previas de la conduccion ventricular (bloqueos de
rama).

La propafenona también inhibe /lg, a concentraciones terapéuticassgl€ 1.5 uM), por
lo que derime la excitabilidad y disminuye lanyx auricular y ventricular sin producir
cambiosen la amplitud o el PR (Dukes y Vaugham Williams, 1984; Delgado y cols., 1984;
Calleja y cols., 1985, Delgado y cols., 1985). La propafenona prolonga marcadamente la
reactivacion de los canales de*Neonstante de tiempo de reactivacién > 6 s) motivo por el
que sde considera un farmaco del grupo Ic, y prolonga también el PRE (Kohlhardt y Seifert,
1980; Kohlhardt y cols., 1983; Delgado y cols., 1985). La propafenona, al igual que la
flecainida, inhibe ldy, tanto de forma ténica como frecuencia-dependiente. Las cinéticas de
apartion y recuperacion del bloqueo frecuencia-dependiente producido por propafenona son
extremadamente lentas, o que provoca un considerable grado de bloqueo incluso a bajas
frecuencias de estimulacion (Kohlhardt, 1984; Kohlhardt y Fitchner, 1988). Ademas de este
blogueo frecuencia-dependiente, también se ha observado un bloqueo voltaje-dependiente,
pues la despolarizacion del potencial de reposo aumenta la inhibicién producida por
propafenona en un 60% (Kohlhardt y cols., 1983; Kohlhardt, 1984).

Al igual que la flecainida, la propafenona también acorta la DPA en las fibras de Purkinje,

lo que indica una posible inhibicion de {a / (Ledda y cols., 1981).

» Efedo sobre lada
La flecainida produce un bloqueo ténico dddaregistrada en miocitos ventriculares de
rana Scamps y cols., 1989), aunque la sensibilidad de esta corriente al farmgce 2IC

M) es mucho menor que la sensibilidad délaal mismo. La flecainida no parece producir
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un bloqueo dependiente del uso evidente, o que implica una asociacién muy rapida con el
estado abierto del canal (Scamps y cols., 1989). Por el contrario, la propafenona produce muy
poca o ninguna inhibicion tonica sobrel¢a registrada en miocitos ventriculares de cobayo,
aungue siproduce una marcada inhibicion dependiente de voltaje y de la frecuencia de
estimulaciéon (IGo = 5 uM) (Delgado y cols., 1993). La propafenona desplaza la curva de
inactivacion hacia potenciales mas negativos, evidenciando una mayor afinidad por el estado
inactivo del canal. Esta mayor afinidad por el estado inactivo retrasa la recuperacion de la
inactivacion, lo que explica también la dependencia de uso del bloqueo (Delgado y cols.,
1993; Hancox y cols., 1997).

* Efecto sobre lad

Se hadescrito que la flecainida inhibe 43 (ICs0= 2.5 pM) tanto en miocitos auriculares
como venticulares humanos a concentraciones terapéuticamente relevantes (Wang y cols.,
1995b; Radicke y cols., 2008) debido al bloqueo de los estados abierto e inactivo de los
canales Kv4 (Wang y cols., 1995b; Yeola y Snyders, 1997). De hecho, la elevada afinidad de
este farmaco por el estado inactivo desplaza la curva de inactivacion del canal hacia
potenciales mas negativos (Wang y cols., 1995b). Aunque la interaccion con las distintas
subunidade$ que interaccionan con el canal Kv4.3 no modifica la padethe bloqueo de la
flecainida (Radicke y cols., 2008) si se ha observado una disminucion del bloqueo al
aumentar la acidosis extracelular (Singarayar y cols., 2003). La corriente generada
exclusivamente por canales Kv4.2 (que presentan la misma distribucion/gueetaricular
en rdas) también es inhibida por flecainida G 23.6 uM). En estos canales, la flecainida
se unesélo al estado inactivo, y en la interaccion estan implicadas la V402 y la V404, dado
gue sustitucion de estos residuos por lle, elimina la dependencia de voltaje del blogueo
inducido por flecainida (Caballero y cols., 2003).

La inhibicién de lal, inducida por propafenona en miocitos auriculares humanos también
aparee a concentraciones clinicamente relevantes, @C4.9 uM) (Seki y cols., 1999). La
propafenoa requiere que el canal esté en estado abierto para producir el bloqueo, dado que
éste farmaco acelera la constante de inactivacion de forma dependiente de concentracion y el
bloqueo aumenta al aumentar el tiempo de la despolarizacion, coincidiendo con la apertura de
los canales. Sin embargo, la propafenona no produce ningun efecto evidente sobre el estado

inactivo del canal, ni sobre su reactivacion (Duan y cols., 1993; Seki y cols., 1999).
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* Efecto sobre laki,

La flecainida no ejerce ningun efecto sobrelda registrada en miocitos auriculares
humanos \(Vang y cols., 1995b). Sorprendentemente, éste farmaco si que inhikg la
regidrada en miocitos auriculares de perrosgl€ 3 uM), al unirse preferentemente al estado
abierb del canal (Yue y cols., 2000). Herrera y cols., estudiaron la unién de la flecainida
sobre diversos canales Kv, para intentar determinar las bases moleculares de la distinta
sensibilidad de los canales Kv a la flecainida. Mediante mutagénesis dirigida, los autores
observaron que la sustitucion 1502L en el dominio transmembrana S6 del canal Kv1.5
humano, aumenta marcadamente la sensibilidad de los canales humanos a la flecainida de la
corriente generada por estos canales (Herrera y cols., 2005), mientras que la mutacion inversa,
L392l, en los canales Kv4.2 los hace insensibles a la accidén de éste farmaco (Herrera y cols.,
2005). Recientemente, se ha descrito mediante un modelado molecular, una probable
conformacion dentro del poro de los canales Kv1.5, donde el grupo cargado de la flecainida se
sitla en una region cargada negativamente, mientras que un grupo trifluorometilo interacciona
directamente con la 1502. Presumiblemente, la presencia de una Leu en esta posicién hace
mas fuerte esta interaccion, bloqueando el canal Kv1.5 (Tikhonov y Zhorov, 2014).

En miocitos auriculares humanos se ha descrito que la propafenona iniib€1@so =
8.6 uM)de forma independiente de voltaje y uso (Seki y cols., 1999). Sin embargo, mediante
el registro de la corriente generada por canales Kv1.5 humanos expresados de forma estable
en célulad.tk’, se ha observado que tanto la propafenona, como su principal metabolito, la 5-
OH-propdaenona, bloquean estos canales de forma dependiente de voltaje (Franqueza y cols.,
1998). Ambos compuestos aceleran la activacion e inducen una rapida disminucion de la
corriente durante la despolarizacién que se superpone a la lenta inactivacién que caracteriza a
estos canales. Por lo tanto, esto indica que la propafenona se une a los canales Kvl.5
preferentemente en estado abierto. Ademas, el calculo del valor de la distancia eléctrica
fraccional (es decir, la fraccién del campo eléctrico percibida por una sola carga en el sitio de
union), indica que tanto la propafenona como su metabolito comparten el mismo sito de unién
que el de los anestésicos locales, antihistaminicos y otros antiarritmicos (Franqueza y cols.,
1998).

» Efecto sobre lax/
El conponente rapido de la corriente rectificadora tardia es inhibido a concentraciones
clinicamente relevantes tanto por la flecainida como por la propafenona, siendo mas sensible

a la propafenona (kg = 3.91 uM y 1Go = 0.44 uM respectivamente, medido en la corriente
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generada por canales Kv11l.1 expresados en células HEK) (Follmer y cols., 1992; Duan y
cols., 1993; Delpén y cols., 1995; Wang y cols., 1996b; Mergenthaler y cols., 2001; Paul y
cols., 2002). Ambos compuestos producen un bloqueo dependiente de voltaje y tiempo, lo que
implica una unién preferente al estado abierto del canal (Paul y cols., 2002; Arias y cols.,
2003). La propafenona, ademas, también tiene afinidad por el estado inactivo del canal, lo que
acelera la cinética de inactivacion de Kv11.1. Los metabolitos de la propafenona poseen unas
caracteristicas de bloqueo similares a los de la propafenona (Arias y cols., 2003; Cabhill y
Gross, 2004), aunque la 5-OH-propafenona tiene una mayor afinidad por el estado abierto que
el compuesto padre (Arias y cols., 2003). Ademas, tanto la propafenona como su metabolito
principal podrian interaccionar con el estado cerrado del canal, lo que explicaria el bloqueo
instantaneo que aparece al inicio de los pulsos despolarizantes (Arias y cols., 2003). El
modelo propuesto para el bloqueo inducido por propafenona de los canales Kv11.1 implica
una fuerte interaccion con el anillo aromatico de la F565 y una interaccion mas débil con la
Y652 situadas en el dominio transmembrana S6 (Witchel y cols., 2004). Segun este modelo,
tras el cierre del canal, el farmaco quedaria atrapado en el sitio de unién del canal.
Posteriormente, el farmaco se liberaria de su union con la F565, posicionandose en la cavidad
interna. Por ultimo, la reactivacion del canal permitiria la salida del farmaco del la cavidad
interna (Witchel y cols., 2004). En este modelo no seria necesario una interaccion con el
estado inactivo del canal, aunque ésta seria posible en tanto que la afinidad por el estado
inactivo es equivalente a la del estado abierto (Witchel y cols., 2004). Los resultados
demuestran que la fraccidon de campo eléctrico trnasmembrana sensado por la forma cargada
de la propafenona (forma activa) cuando esta unida a si receptor en el por es de 0.2. Dicha
forma cagada accede al receptor entrando por la boca intracelular del poro del canal
(Mergenthaler y cols., 2001; Witchel y cols., 2004).

» Efecto sobre lakl

El componente lento de la corriente rectificadora tardidksp no es inhibido por la
flecanida (Wang y cols., 1996b). Sin embargo, la propafenona si que inhibe esta corriente,
aunque en menor grado que/ia(Delpdn y cols., 1995). Este bloqueo parece estar asociado
con la apertura del canal y aumenta al aumentar la frecuencia de estimulacién. La
propafenona ejerce un bloqueo tanto tonico como dependiente del uso que se desarrolla mas
rapidamente que la propia activacion del canal (Delpon y cols., 1995). Por todo ello se
concluye que la propafenona bloquea el canal preferentemente cuando éste transita desde el

estado cerrado al estado abierto.
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 Efecto sobre las corrientes rectificadoras internas

Solamente la corriente de salida délarp registrada en miocitos ventriculares de cobayo
es inhbida por la flecainida (I = 17.3 uM) de forma dependiente de la concentracion
(Wangy cols., 1995c). Por ello, se ha propuesto que la flecainida podria bloquear los canales
Kir6.2 de forma parecida a como lo hacen los cationes divalentes en el mecanismo de
rectificacion interna (Wang y cols., 1995c). Sin embargo, el efecto de la flecainida sobre la
misma corriente registrada en miocitos uretrales de cerdo, es distinto, ya que inhibe tanto la
corriente de salida como de entrada (Yunoki y cols., 2001). La disminucion del pH, hace que
la Ik aTp S€ea menos sensible a la inhibicion inducida por flecainida (Wang y cols., 1995c;
Yunoki y cols., 2001). Lak ach €s inhibida tanto por la flecainida como por la propafenona
(ICs50 = 3.6 UM e IGy = 0.3 uM respectivamente, en miocitos ventriculares de cobayo). Se ha
propuestajue ambos farmacos reducerddach bloqueando directamente el estado abierto de
los canses de K muscarinicos (Inomata y cols., 1993; Walsh, 2010).

Los esudios previos no han observado ningun efecto de la flecainida sadkiedanque
las doss usadas siempre han sido mayores o mucho mayores de 1 uM, por lo que se
desconoce su efecto a concentraciones del rango terapéutico (Follmer y Colatsky, 1990;
Yamashita y cols., 1995). Por otra parte, Duan y cols. (1993), estudiaron el efecto de la
propafenona sobre I, registrada en miocitos auriculares de conejo y observaron que éste
farmaco inhibe el 30, 45 y 55% de la corriente medida a -110 mV a concentraciones de 1,5y
10 puM, respectivamente. Sin embargo, los autores no profundizaron en el mecanismo

responsable del efecto debido al “complejo comportamiento d€ i@ilan y cols., 1993).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La /Ix; cardiaca humana es la corriente que determina que el potencial de reposo de los
miocitos se estabilice cerca del potencial de inversioén del K. Ademas determina la fase final
de repolarizacion del PA (fase 3), por lo que es una corriente que determina de forma critica
el periodo refractario. Los canales que generan esta corriente (Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3) se
pueden ensamblar en forma de homo o heterotetrameros, modificando las caracteristicas de la
Ixi. Se ha descrito que en humanos, Kir2.1 es la isoforma predominante en el tejido
ventricular, mientras que a nivel auricular la expresion de Kir2.2 y Kir2.3 es importante.

Los canales Kir2.x estan implicados en la perpetuacion de taquiarritmias reentrantes tanto
en humanos como en modelos experimentales. Ademas mutantes tanto de pérdida como de
ganancia de funcion del gen que codifica a Kir2.1 que provocan una disminucién o un
aumento de Ix; respectivamente, estdn asociados a arritmias ventriculares. De hecho, las
mutaciones que aumentan el componente de salida del /x; provocan un sindrome de QT corto
tipo 3 y arritmias ventriculares severas, mientras que aquellas mutaciones que lo disminuyen
causan una prolongacion del QT y también generan arritmias ventriculares (Sindrome de
Andersen-Tawil). Ademas, se ha descrito que un aumento de la /Ix; podria ser el origen de la
fibrilacién auricular y ventricular. Este tipo de arritmias se caracterizan por una actividad
eléctrica rapida y turbulenta que da lugar a la perdida de funcidén contractil por parte del
miocardio. Esta ampliamente aceptado que las arritmias fibrilatorias se generan por la
“reentrada” de impulso cardiaco en forma de rotores y se ha descrito que el aumento en la
amplitud de /x; es un factor critico que incide en el aumento en la frecuencia y la estabilidad
de estos rotores. Se ha propuesto que la modulacion selectiva de los canales Kir2.x, para
conseguir un bloqueo de /x; a nivel auricular pero no a nivel ventricular, podria ser una
estrategia eficaz para el tratamiento la fibrilacion auricular.

En la actualidad, hay una enorme cantidad de informacion sobre la farmacologia de las
corrientes cardiacas humanas de K voltaje-dependientes. Se sabe, por ejemplo que mientras
las toxinas se unen a la boca extracelular del poro, los farmacos que bloquean estos canales,
se unen al estado abierto del canal en sitios de union que con topologia similar situados en la
luz del poro. Sin embargo, la farmacologia de los canales Kir2.x estd en un estado de
incipiente desarrollo. Se ha descrito que la cloroquina inhibe /x; de forma dependiende de
voltaje al unirse a distintos residuos del poro citoplasmasmatico de Kir2.1 y que estan
implicados en la union a poliaminas. Otros farmacos, como el tamoxifeno, la mefloquina y el
carvedilol inhiben la Ik, al unirse a PIP,, impidiendo la interaccion critica y necesaria entre el
canal y este mediador.

La flecainida y la propafenona actian como farmacos antiarritmicos de clase Ic,

bloqueando los canales de Na". Debido a esta caracteristica son usados como farmacos de
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eleccion para el tratamiento agudo de la FA de reciente comienzo (menos de 48 horas),
consiguiendo cardioversion a RS en un elevado porcentaje de los casos. Sin embargo, los
antiarritmicos de clase Ic se han asociado con un marcado aumento del riesgo de arritmias
ventriculares. De hecho, se ha descrito que tanto flecainida como la propafenona aumentan la
DPA y el periodo refractario a nivel auricular pero no ventricular, diferencias no explicables
por sus efectos sobre los canales de Na' y de K voltaje-dependientes. Por otra parte, se ha
descrito que la propafenona es capaz de bloquear la /x; en miocitos de conejo. Sin embargo,
hoy en dia se desconocen los determinantes moleculares de la modulacion que ejercen la
flecainida y la propafenona sobre los canales que generan la /x; humana.

Nuestra hipotesis de partida es que éstos farmacos antiarritmicos de clase Ic modulan los
canales que generan la /x; humana y ademas, que producen efectos distintos sobre cada uno
de los canales Kir2.x que justificarian sus acciones antiarritmicas auriculares y proarritmicas

ventriculares.

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

1. Analizar los efectos producidos por la flecainida sobre la sobre las corrientes generadas
por los canales Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3 humanos registrados en sistemas de expresion

heterdlogos y sobre la /k; auricular humana.

2. Identificar el/los sitios de union de la flecainida al canal y describir el mecanismo

mediante el cual dicha union provoca los efectos observados.
3. Analizar los efectos producidos por la propafenona sobre las corrientes generadas por
los canales Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3 humanos registrados en un sistemas de expresion

heterdlogos y sobre la /k; auricular humana.

4. Identificar el/los sitios de union de la propafenona al canal y describir el mecanismo

mediante el cuales dicha unidn provoca los efectos producidos.
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Both increase and decrease of cardiac inward rectifier current (Ix4) are
associated with severe cardiac arrhythmias. Flecainide, a widely used
antiarrhythmic drug, exhibits ventricular proarrhythmic effects while
effectively controlling ventricular arrhythmias associated with muta-
tions in the gene encoding Kir2.1 channels that decrease I, (Andersen
syndrome). Here we characterize the electrophysiological and molec-
ular basis of the flecainide-induced increase of the current generated
by Kir2.1 channels (Ix;2.1) and I, recorded in ventricular myocytes.
Flecainide increases outward ly;» 1 generated by homotetrameric
Kir2.1 channels by decreasing their affinity for intracellular poly-
amines, which reduces the inward rectification of the current. Flecai-
nide interacts with the HI loop of the cytoplasmic domain of the
channel, Cys311 being critical for the effect. This explains why flecai-
nide does not increase Ii.» and l;,» 3, because Kir2.2 and Kir2.3 chan-
nels do not exhibit a Cys residue at the equivalent position. We
further show that incubation with flecainide increases expression of
functional Kir2.1 channels in the membrane, an effect also determined
by Cys311. Indeed, flecainide pharmacologically rescues R67W, but
not R218W, channel mutations found in Andersen syndrome patients.
Moreover, our findings provide noteworthy clues about the structural
determinants of the C terminus cytoplasmic domain of Kir2.1 channels
involved in the control of gating and rectification.

cardiac Ig; | Kir2.2 channel | Kir2.3 channel | Andersen mutations | inward
rectifying channel

The cardiac inwardly rectifying K* current (Ig;) stabilizes restin
membrane potential (RMP) close to the reversal potential of K
(Ex) and shapes the final repolarization phase of the action po-
tential (AP) (1). Three inwardly rectifying channels (Kir2.1, Kir2.2,
and Kir2.3) contribute to Ix; in the human heart assembled as
homo- and/or heterotetramers (2). Experimental data suggest that
in humans, Kir2.1 is the major isoform underlying ventricular Ix;,
whereas its relative contribution to atrial Ix; seems to be lower (3).
The strong inward rectification of Kir2.x channels, i.e., the prefer-
ential conduction of inward compared with outward current, de-
pends on the binding of intracellular Mg** and polyamines to the
cytoplasmic pore and to the inner vestibule of the channel (4).
Gain- and loss-of-function mutations in the gene that encodes
Kir2.1 (KCNJ2) have been reported, and both the Ik, increase and
decrease produced by these mutations are associated with severe
ventricular arrhythmias (1). Furthermore, experimental data showed
that as the amplitude of the outward component of the Ik, increases,
the frequency of the fast and stable reentry of spiral waves (rotors)
increases. Indeed, the importance of Ix; in the establishment of
rotors and ventricular fibrillation dynamics has been shown (5).
Flecainide is a class I antiarrhythmic drug that, besides its Na™
channel-blocking properties, exhibits class III antiarrhythmic effects
[i.e., prolongs AP duration (APD) and refractoriness] at the atrial
but not at the ventricular level (6, 7). Flecainide is widely used to
suppress recent onset atrial fibrillation (AF) (8), though it is asso-
ciated with an increased risk of ventricular proarrhythmia, especially

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1004021107

in patients with coronary artery disease and/or heart failure. Con-
versely, in a limited number of patients, it has been reported that
flecainide is effective in controlling ventricular tachycardia associ-
ated with the autosomal dominant trait Andersen syndrome (AS),
which is produced by loss-of-function mutations in KCNJ2 (9, 10).

We hypothesized that a putative differential flecainide effect on
atrial and ventricular I, (blockade of atrial and increase of ven-
tricular Ix;) can account for the selective prolongation of the atrial
APD, the ventricular proarrhythmic effects, and the antiarrhyth-
mic effects in the AS patients. Therefore, we have analyzed the
flecainide effects on the currents generated by human WT and
mutated Kir2.1, Kir2.2, and Kir2.3 channels (Ik;:») and compared
its effects on atrial and ventricular Ix;. Acutely applied flecainide
selectively increased ventricular Ix; and Ik;o1, an effect deter-
mined by the presence of Cys311 at the cytoplasmic domain of
Kir2.1 channels. Binding of flecainide reduced the Kir2.1 poly-
amine blockade, thus reducing the inward rectification. Addition-
ally, incubation with flecainide increased functional ion channel
density, an effect also determined by Cys311. Overall, the findings
show that Kir2.1 channels can be affected through the pharma-
cological modulation of their polyamine blockade by a therapeu-
tically used drug.

Results

Flecainide Increases Kir2.1 Currents. Figure 14 shows Ik;, traces
recorded in transiently transfected Chinese hamster ovary (CHO)
cells by applying 250-ms pulses from —60 mV to potentials ranging
—120 and +20 mV in the absence and presence of 1 pM flecainide.
Flecainide increased Ik;, at voltages negative (16.5 + 2.4% at
—120 mV) and, more importantly, at voltages positive to Ex (45.8 +
9.8% at =50 mV, n = 8, P < 0.05; Fig. 1 A and B). These effects
were completely reversible upon washout (Fig. S1). The concen-
tration that produces the half-maximum effect (ECsy) and the
maximum effect (E,,,x) were calculated by fitting the Hill equation
to the increase produced by different flecainide concentrations and
averaged 0.8 £ 0.01 pM (npy= 1.6 £ 0.4) and 22 + 1.9% at —120 mV,
respectively (Fig. S1). At =50 mV, the ECsj and the E, ,,, averaged
0.4 +0.01 pM (ngg = 2.2 + 0.2) and 53.9 + 3.6%), respectively (Fig.
S1). Therefore, flecainide preferentially increased the outward
Ikiro.1 generated at physiological potentials.
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Fig. 1. Flecainide increases lir2.1. (A) lkir2.1 traces recorded by applying the
protocol shown in the absence and presence of flecainide. (B) I-V curves for
currents measured at the end of the pulses. (Inset) Data at potentials positive
to Ex in an expanded scale. *P < 0.05 and **P < 0.01 vs. control. (C) Flecainide-
induced change on the current recorded at —50 mV in cells expressing homo-
tetramers of Kir2.1, Kir2.2, or Kir2.3 channels or heterotetramers of Kir2.1 +
Kir2.2 and Kir2.1 + Kir2.3. *P < 0.05 vs. Kir2.1. Each point/bar represents the
mean + SEM of five or more experiments.

To determine the effect of flecainide in a physiologically relevant
setting, we used an epicardial AP voltage-clamp protocol (Fig. S2).
Under these conditions, flecainide increased the charge crossing the
membrane estimated from the integral of the current traces,
reaching 137 + 28% at 1 pM (n = 8; Fig. S2).

Flecainide Does Not Modify Kir2.2 and Kir2.3 Currents. Because
Kir2.2 and Kir2.3 proteins also contribute to cardiac Ix;, the effects
of flecainide on these channels were studied. The findings showed
that flecainide failed to modify Ix;2 > and Ix;o 3 (P > 0.05 vs. control,
n = 10; Fig. 1C and Fig. S3). We also studied the flecainide effects
on cells cotransfected (1:1 ratio) with both Kir2.1 and Kir2.2 (Kir2.1/
Kir2.2) and with Kir2.1 and Kir2.3 (Kir2.1/Kir2.3). Kir2.1/Kir2.2 and
Kir2.1/Kir2.3 currents displayed activation kinetics significantly
different from those of the respective homotetrameric channels
(Fig. S4), demonstrating the heterotetrameric nature of the chan-
nels. Under these conditions, flecainide failed to increase inward
and outward currents (P > 0.05 vs. control, n = 10; Fig. 1C and Fig.
S4), demonstrating that its effects were only apparent in channels
composed of four Kir2.1 subunits.

Flecainide Increases l¢; in Ventricular but Not in Atrial Myocytes.
Considering that flecainide selectively increases Iki.1, wWe sur-
mised that flecainide will differentially affect atrial and ventricular
Ik;. Figure 2 A and B show original recordings and mean -V
relationships for Ix; obtained in isolated human atrial myocytes
by applying a voltage ramp from —100 to —10 mV in the absence
and presence of flecainide (1 pM). Flecainide did not modify either
the inward (-5.5 = 1.2 vs. =5.6 + 1.2 pA/pF at —100 mV; P > 0.05,
n = 5) or outward (0.5 £ 0.1 vs. 0.6 £ 0.1 pA/pF at —10 mV; P >
0.05) current.
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Fig. 2. Flecainide increases ventricular but not atrial Ig;. Voltage ramp (800 ms)
from —100 to —10 mV (A) and |-V curves (B) for human atrial Ig; in the absence
and presence of flecainide. Representative Iy, traces recorded in guinea-pig atrial
(C) or ventricular (E) myocytes by applying the protocol shown. I-V curves for
guinea-pig atrial (D) or ventricular (F) Ig;. (G) -V of the Ba”*-sensitive and Ba’
*-insensitive currents recorded in ventricular myocytes before and after appli-
cation of flecainide. (H) MRNA expression level of Kir2.x channels in guinea-pig
atrial and ventricular samples. First lane shows molecular weight marker (1,000~
100 bp). Lanes 2-4 and 5-7 show Kir2.1 (325 bp), Kir2.2 (291 bp), and Kir2.3 (303
bp) mMRNA expression in atrial and ventricular tissue, respectively. GAPDH gene
was used as internal standard. Each point represents the mean + SEM of four
experiments in each group. *P < 0.05 vs. control.

Because human ventricular myocytes were not available, we
compared the effects of flecainide on the Ik recorded in guinea-pig
atrial and ventricular myocytes (Fig. 2 C—F). As in humans, in
guinea-pig ventricles, Kir2.1 expression is higher than in the atria
(1, 11, 12). In ventricular myocytes, 1 pM flecainide significantly
increased both the inward (19.5 + 3.2% at —120 mV) and outward
(38.0 + 9.5% at —40 mV) current (P < 0.05, n = 4) without modi-
fying atrial Iy (P > 0.05, n = 4; Fig. 2 C-F). All these experiments
were performed in the presence of atropine (1 pM) and glibencla-
mide (10 pM) to block the acetylcholine-activated component
(Ixkacn) and the ATP-sensitive (Ixarp) inward rectifier currents,
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respectively. Identical findings were obtained when the ventricular
Ik, was measured as the Ba™"-sensitive current (Fig. 2G).

A previous report proposed that Kir2.1 is the only Kir2.x channel
expressed in guinea-pig atria (11). Conversely, our findings sug-
gested that guinea-pig ventricular Ix; is mainly carried by Kir2.1
homotetramers, whereas Kir2.x heterotetramers generate atrial I;.
For testing whether Kir2.1 is the only Kir2.x channel present in the
atria, we analyzed the mRNA expression of Kir2.x in guinea-pig
atria and ventricles. In agreement with another report (12), we could
detect Kir2.1, Kir2.2, and Kir2.3 mRNA in both the atria and the
ventricles (Fig. 2H).

Flecainide Increases Open Probability of Kir2.1 Channels. Figure 34
shows single-channel recordings in a CHO cell expressing Kir2.1
channels by applying 10-s pulses to —80 mV from a holding po-
tential of 0 mV in the absence and presence of 1 pM flecainide. In
control conditions, Kir2.1 channel activity was characterized by few
and long events, leading to an opening frequency (f;,) of 2.0 = 0.1
Hz and a mean open probability (P,) of 0.27 + 0.01 (n = 6; Fig. 3 D
and E). Flecainide did not modify unitary current amplitude (Fig.
3B) but changed channel gating by significantly increasing the mean
open time and f, (Fig. 3 C and D), which eventually resulted in
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Fig. 3. Flecainide 1 uM increases mean open time, f,, and P, of Kir2.1
channels. (A) Single-channel recordings under control conditions and after
perfusion with flecainide. Closed- and open-channel levels are indicated by C
and O, respectively. Unitary current amplitude (B), mean open time (C), f,
(D), and P, (E) in the absence and presence of flecainide. (F) P,~V in control
conditions and in the presence of flecainide. Solid lines represent the fit of
a Boltzmann function to the data. (G) Single-channel current-voltage rela-
tionships in the absence and presence of flecainide. Solid lines represent the
fit of a linear function to the data. Each point/bar represents the mean +
SEM of six experiments. *P < 0.05 and **P < 0.01 vs. control.
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a significant increase in the P, (Fig. 3E). Figure 3F compares the
voltage dependence of the P, (P,—V curves) in control conditions
and in the presence of flecainide. As described, P, decreased as the
membrane potential became more negative (1, 13). Flecainide
shifted the midpoint of the curve to more negative potentials (from
-55.3 + 1.8 to —=71.1 + 2.4 mV; P < 0.05) without modifying the
slope. In Fig. 3G, the voltage dependence of the single-channel
current amplitude is depicted. Flecainide did not modify the slope
conductance values (y = 34.7 = 1.7 pS) yielded by the fit of a linear
function to the data. All of these effects resemble those produced
by PIP, (14), suggesting that flecainide potentiates the activating
PIP; effects on the channel. To test this hypothesis, we studied the
effects of flecainide on L2221 Kir2.1 channels, a mutation that
decreases the channel affinity for PIP, but renders functional
channels (14). Fig. S5 shows that the decrease of the channel af-
finity for PIP, suppressed the flecainide Ik;» i- increasing effects at
potentials negative to the Eg, whereas increasing effects at positive
potentials were still apparent.

Flecainide Increases Kir2.1 Currents by Decreasing the Polyamine
Blockade. Figure 4A4 illustrates the I-V curve normalized to the
amplitudes at —120 mV in control conditions and in the presence
of 1 pM flecainide at potentials positive to Ex. As can be observed,
flecainide induced a marked increase of the outward Ig;»; and
shifted the potential at which the outward current peaks, sug-
gesting that it decreased the channel rectification.

The degree of rectification of Kir2.1 channels was estimated as
the relative chord conductance (G.; Fig. 4B) in control conditions
and in the presence of flecainide. Flecainide shifted the midpoint of
the curves to more positive potentials (from —91.9 + 1.8 to —87.1 +
1.8 and —80.5 + 1.4 mV at 1 and 10 pM flecainide, respectively; P <
0.05) and decreased the steepness of rectification, reflected by
a lower z value in the presence of flecainide (2.4 + 0.3 and 1.6 + 0.6
for 1 and 10 pM flecainide, respectively) than in control conditions
(3.0 = 0.5; Fig. 4B).

Because the strong rectification of Kir2.1 channels is explained by
the voltage-dependent block produced by intracellular polyamines
(4), our findings suggested that flecainide decreases the affinity of the
channel for polyamines. Therefore, flecainide effects were further
tested in excised inside-out macropatches in the presence of in-
creasing concentrations of spermine (Spm, 1 nM-10 uM). Figure 4C
shows that in control conditions, Spm produced a concentration-
dependent block of the outward current at +70 mV. The concen-
tration that produces the half-maximum inhibition (ICsy) was 1.5 +
0.1 nM (Fig. 4D; n = 8). In the presence of flecainide (1 pM),
blockade produced by all of the Spm concentrations tested was de-
creased, an effect that shifted rightward (29.0 + 2.1 nM, n = 8) the
concentration-effect curve of Spm (Fig. 4D). Importantly, in the
presence of flecainide, E,,,x produced by Spm reached saturation at
82.1 +5.5%.

Finally, we analyzed the effects of flecainide on E224A, D259A,
and E299A Kir2.1 channels, three cytoplasmic residues that are
important in determining the extent of Kir2.1 inward rectification
(15). Figure 4E shows the E224A I-V relationship in the absence
and presence of flecainide. The mutation disrupted the rectifica-
tion mechanism of the channel and completely abolished the fle-
cainide increase at potentials positive to the Ex. Identical findings
were obtained when analyzing the effects of flecainide on D259A
and E299A Kir2.1 channels (Fig. 4F).

Cys311 Is Critical for the Flecainide-Induced Increase of Ig;»4. TO
explore the putative binding site of flecainide within Kir2.1 chan-
nels, a molecular model was developed. A blind docking for fle-
cainide with a full-length channel composed of the crystal structure
of one cytoplasmic domain of Kir2.1 (15) and a modeled trans-
membrane domain based on KirBacl.1 crystal structure was per-
formed. The findings showed that the most practical binding site on
Kir2.1 channels was located on the pI strand within the C terminus
of the cytoplasmic domain (Fig. S6 and Table S1). In contrast,
when blind docking was performed on Kir2.2 and Kir2.3, none of
the conformations obtained were located on the BI (Fig. S7).
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Flecainide decreases polyamine blockade. (A) Iir>.1 normalized to the amplitudes at —120 mV at potentials positive to Ex in control conditions and in

the presence of flecainide. (B) Mean relative Gc in control conditions and in the presence of flecainide. Solid lines represent the fit of a Boltzmann function to
the data. (Inset) Mean |-V curve and the current predicted, assuming a linear unblocked current in control conditions. (C) Current traces recorded at +70 mV in
excised inside-out patches from HEK-293 cells expressing Kir2.1 channels in control conditions and after cytoplasmic surface application of Spm in the absence
and presence of flecainide. Dashed lines represent the zero current level. (D) Percentage of current inhibition at +70 mV in excised inside-out patches as
a function of Spm concentrations in the absence and presence of flecainide. (E) I-V curves for E224A Kir2.1 channels in the absence and presence of flecainide.
(F) Flecainide-induced change on the current recorded at —50 mV in CHO cells expressing WT, E224A, E299A, and D259A Kir2.1 channels. *P < 0.05 vs. control.

Each point/bar represents the mean + SEM of five or more experiments.

Thereafter, flecainide was manually docked into the Kir2.1 I
strand. In the lowest-energy pose (—11.3 kcal/mol), flecainide was
predicted to bind strongly to Cys311 by forming three hydrogen
bridge bonds (one between the carbonyl oxygen atom of flecainide
and the thiol group of the Cys residue, and two between the car-
bonyl oxygen atom of the amino acid and the nitrogen atoms of the
amide and of the piperidine groups of flecainide (Fig. S6). In-
terestingly, the I strand is highly conserved among Kir2.x chan-
nels, Cys311 being the only different residue between Kir2.1 and
Kir2.2 and Kir2.3 (Fig. S6).

When Cys311 was substituted by Ala (C311A), the residue
present in Kir2.2 and Kir2.3 channels at equivalent position (312
and 303, respectively), the flecainide-induced increase was abolished
at potentials negative and positive to Ex (Fig. 5 A and D). Similar
findings were obtained when it was substituted by Ser (C311S) (Fig.
5D). Flecainide also failed to increase Ik;,; generated in cells
cotransfected with both WT and C311A Kir2.1 channels (Fig. 5D).
As the Cys-to-Ala substitution abrogates flecainide sensitivity of
Kir2.1, a reverse mutation in Kir2.2 and Kir2.3 ought to have the
opposite effect. Here we show that this is indeed the case. Flecainide
significantly increased the inward and the outward A312C Ik,
(Fig. 5 B and C; n = 5) and A303C Ik;23 (Fig. 5D; n = 5). These
findings verify and underscore the importance and specificity of the
Cys residue for flecainide sensitivity of Kir2.1 channels.

Flecainide Increases Functional Kir2.1 Channel Density. To test
whether flecainide could also increase the current generated by
Kir2.1 channels with AS mutations, we tested the effects of fle-
cainide in R67W and R218W channels—two mutations found in
AS patients (16). Flecainide did not increase R67W or R218W
currents, which were almost undetectable (Fig. 6 4 and B). R67TW
Ikio.y markedly increased when increasing the [K*], to 140 mM
(Fig. S8;n =5, P < 0.001), suggesting that channels were present in
the plasma membrane. Conversely, R218W channels did not gen-
erate any current at 140 mM [K*], (Fig. S8), even when it has been
described that the channels are able to reach the cell membrane
(17). Next we tested the effects produced by the incubation of
R67W and R218W Kir2.1 transiently transfected cells with flecai-
nide (1 puM) for 24 h (Fig. 6 C and D). R67W, but not R218W,
flecainide-incubated cells generated a small but detectable BaCl,-
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sensitive current (Fig. S8) that was significantly greater than the
current generated by nonincubated cells (Fig. 6E; n = 21, P <
0.01). Loss of function of R67W and R218W channels has been
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Fig. 5. Cys311 is critical for the flecainide-induced increase of Igj2.1. The -V
curves for currents recorded in cells expressing C311AKir2.1 (A) and A312CKir2.2
(B) channels in the absence and presence of flecainide. (C) Current traces recorded
in a cell expressing A312C Kir2.2 channels in control conditions and in the pres-
ence of flecainide. (D) Flecainide-induced change on the current recorded at 40
mV positive to Eg in cells expressing WT or mutant Kir2.x channels. *P < 0.05 vs.
control. Each point/bar represents the mean + SEM of five or more experiments.
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attributed to a decreased affinity of the channels for PIP, (17);
therefore, we also tested the effects of the 24-h incubation with
flecainide on L2221 channels. Figure 6F shows that flecainide also
significantly increased L2221 I, density.

These findings suggested that flecainide increased the functional
ion channel density. To test this hypothesis, we incubated Kir2.1 WT
transfected cells with flecainide, which significantly increased Iy
density (Fig. 6G). Importantly, acute addition of flecainide in-
creased Ik 1 generated by the incubated cells, producing the same
increase as in nonincubated cells (42.7 +£9.5% at -50mV,n = 4,P <
0.05). This suggests that acute effects of flecainide are additive to its
effects on channel density. Conversely, incubation with flecainide
did not increase C311A Kir2.1 channel density (Fig. 6H), indicating
that the presence of Cys311 is also critical for this effect. Indeed,
incubation with flecainide failed to increase density of Kir2.2 and
Kir2.3 channels, whereas it increased those of A312C Kir2.2 and
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Fig. 6. Effects of flecainide on Kir2.1 channel density. Current traces recorded
in a cell expressing R67W (A) and R218W (B) Kir2.1 in the absence and presence
of flecainide. Current traces recorded in cells expressing R67W (C) and R218W
(D) Kir2.1 channels incubated with flecainide for 24 h. The |-V curves for cur-
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A303C Kir2.3 (Fig. S9). Kir2.1/Kir2.2 and Kir2.1/Kir2.3 densities
were also not modified with the flecainide incubation (Fig. S9).

Discussion

Our findings show that flecainide acutely increased human Iy
mainly by reducing the polyamine blockade of the channel. Addi-
tionally, incubation with flecainide increased functional Kir2.1
channel density. Flecainide did not modify either Ik, and Ik 3 Or
Kir2.2 and Kir2.3 channel density. This selectivity could be attrib-
uted to the specific presence of Cys311 on the C terminus of the
cytoplasmic region of Kir2.1 channels.

Flecainide Increases Igir2.1 but Not Iyi,> and Iz 3. Acutely applied
flecainide increased Ik, and this effect was only apparent in
Kir2.1 homotetrameric channels. Therefore, flecainide-increasing
effects would be apparent only in those species and tissues in which
Ik is mainly generated by homotetrameric Kir2.1 channels. Thus,
our pharmacological findings suggested that guinea-pig ventricular
Ik is mainly generated by homotetrameric Kir2.1 channels. Recent
data showed that Kir2.1 is the major isoform underlying human
ventricular Ik, whereas its relative contribution to atrial Ix; seems
to be lower (3). This could explain why flecainide did not increase
human atrial I;.

Flecainide preferentially increased the outward I, generated
at potentials positive to the Eg, which influences cardiac RMP,
excitability, and APD. Our findings suggested that flecainide de-
creased polyamines’ affinity for the channel in a dose-dependent
manner, thus reducing the strength of rectification. Furthermore,
the effects of flecainide on the concentration dependence of the
Spm-induced block suggested that it decreases the Spm block by
a “noncompetitive” mechanism. Indeed, in the presence of flecai-
nide, E.x produced by Spm reached saturation at ~82%. This
finding suggests that flecainide does not compete with Spm for the
same binding site at the channel level, but that interaction of fle-
cainide to its own receptor site allosterically reduces the binding of
polyamines. Previous studies demonstrated that the Glu224,
Asp259, and Glu299 cytoplasmic residues help to maximize the rate
of polyamine channel block (4, 15). Thus, we tested whether mu-
tation of these residues decreased the outward Ig;,» ; flecainide in-
crease. The findings show that in E224A, D259A, and E299A
nonrectifying channels, flecainide did not increase the Ijo;. It
could be possible that flecainide interaction to the Cys311 at the fI
strand modifies the position of the rings of negatively charged amino
acids that create a complimentary electrostatic match for the bind-
ing of positively charged polyamines (4, 18). Therefore, this shows
that a therapeutically used drug can affect Kir2.1 channels by
modulating their interaction with polyamines.

Our findings strongly suggest that Cys311 located in the pI strand
of the C terminus cytoplasmic domain of the Kir2.1 channel
determines the flecainide binding. Furthermore, the presence of this
Cys is critical for the increasing effects absent in Kir2.2 and Kir2.3
channels that do not exhibit a Cys residue at the equivalent position.
The BI and BH strands form the HI loop or G loop (residues 300—
315) (15). Mutations in the HI loop disrupted gating and affected
inward rectification of Kir2.1 channels (15), and thus it seems rea-
sonable to assume that binding of flecainide to this region can
produce the observed effects. Moreover, the HI loop is structurally
distinct from but functionally coupled to the PIP, binding site (13—
15). Indeed, the adjacent residue to Cys311 within the I strand
(Arg312 in Kir2.1 channels) modulates the PIP,-channel inter-
actions (14, 18). Furthermore, it has been previously shown that
substitution of Cys311 by polar residues strongly modifies the Kir2.1
channel kinetic properties, producing long-lasting closed-time
intervals that decreased the channel P,—effects that were attributed
to a destabilization of PIP,-Kir2.1 interaction (13). Therefore, we
surmised that flecainide interaction with Cys311 could increase the
channel-activating PIP, effects. Our findings demonstrated that
flecainide increased the P, of the channel by shifting the P,—V re-
lationship to more negative potentials. Moreover, it did not modify
the unitary current amplitude or the single-channel conductance,
but augmented the mean open time and the f;, of the channel. All
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these effects resemble those produced by PIP, (14). Finally, the
L2221 mutation, which decreased Kir2.1 affinity for PIP,, sup-
pressed the flecainide-increasing effects at potentials negative to the
Ek, leaving increasing effects at positive potentials unaltered.
Overall, these findings suggest that flecainide also potentiates the
activating PIP, actions on the channel, which contributes to its in-
creasing effects—particularly at potentials negative to Ex.

Flecainide Increases Kir2.1 Channel Density. Incubation for 24 h with
flecainide increased functional Kir2.1 channel density. This effect was
also dependent on the presence of Cys311 and, importantly, was
additive to the acute flecainide-increasing effects. Therefore, flecai-
nide would substantially increase homotetrameric Kir2.1 I, by two
mechanisms. To test whether flecainide increases the current and the
functional density of AS-mutated channels, we tested its effects on
R67W and R218W channels. As expected, acutely applied flecainide
did not increase either R67W or R218W I;» 1, because both chan-
nels do not exhibit affinity for PIP,. However, incubation with fle-
cainide for 24 h significantly increased R67W and L222I but not
R218W Ikin1 densities. Therefore, these preliminary findings sug-
gest that in AS patients who carry mutations that produce functional
channels, flecainide would increase Ig;»; generated by WT and
mutated channels by increasing their membrane density (i.e., flecai-
nide would pharmacologically rescue some AS mutations).

Growing evidence suggests that ion-channel density can be mod-
ified pharmacologically. It has been described that two therapeuti-
cally used drugs that acutely block Kir2.1 also modify the expression
of the channels in the membrane, i.e., incubation with chloroquine
increases, and with pentamidine decreases, the Ik density of
transfected cells (19). Further studies are needed to elucidate
whether flecainide increases the anterograde delivery to or decreases
the endocytosis of channel protein from the membrane.

Therapeutic Implications. Flecainide is a potent Na™ channel
blocker that also blocks several voltage-dependent K* channels
(Kv). Indeed, flecainide inhibits the Ca**-independent transient
outward K™ current (,;) and the rapid component of the delayed
rectifier current (Ig,) at concentrations close to those needed for
blocking Na* channels (20, 21). Flecainide frequency-dependently
increases the human atrial APD and refractoriness (6) without
modifying human ventricular APD, as measured from the QT in-
terval of the electrocardiogram (7). The selective increase of the
ventricular Ix; could account for this differential effect on atrial
and ventricular APD. Indeed, because Ik plays a critical role in the
final phase of repolarization, it could be speculated that the ven-
tricular Ix; increase overcomes the putative APD prolongation
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produced by the simultaneous blockade of other Kv channels.
However, in the atrial tissue, in which flecainide did not increase
the Ix;, the APD prolongation produced by the blockade of Kv
channels will be apparent. Furthermore, the ventricular Ix; in-
crease could contribute to the ventricular proarrhythmic effects of
flecainide. The importance of Ik, in the establishment and main-
tenance of the stability of rotors and ventricular fibrillation dy-
namics has been demonstrated (5). The prediction is that an I
increase accelerates and stabilizes the reentry (5).

Finally, it is noteworthy that the flecainide effects here de-
scribed were produced at concentrations that are therapeutically
relevant, because peak plasma concentrations after administra-
tion of therapeutic doses are between 0.4 and 2.2 pM (22).

Conclusions

Overall, our findings show that Kir2.1 channels can be positively
modulated through the decrease of their polyamine blockade by
a therapeutically used drug. Moreover, flecainide increases the
density of Kir2.1 channels, an effect that could produce the phar-
macological rescue of functional AS-mutated channels. Both
effects were based on the presence of a Cys residue at position 311
within the I strand, which further stresses the role of the cyto-
plasmic domain and Cys residues of Kir2.x channels in controlling
gating and rectification.

Methods

This study was approved by the Investigation Committee of the Hospital Uni-
versitario Gregorio Marafién (CNIC-13) and conforms to the principles outlined in
the Declaration of Helsinki. Human atrial myocytes were enzimatically isolated
from right atrial appendages obtained from patients that underwent cardiac
surgery (Table S2) (12). Guinea-pig cardiomyocytes were also enzimatically iso-
lated (23). Reverse transcription-PCR analysis of Kir2.x channels was developed
with the primers depicted in Table S3. WT and mutated human Kir2.1, Kir2.2, and
Kir2.3 channels were transiently transfected in CHO cells (24). Macroscopic and
single-channel currents were recorded using the whole-cell and cell-attached
patch-clamp configurations, respectively. Inside-out recordings of lir.1 were
developed in transiently transfected HEK-293 cells. All I-V curves were corrected
according to the calculated liquid junction potential. Blind and manual dockings
of flecainide on a modeled Kir2.1 channel were performed with AutoDock 4.0
and QUANTA/CHARMmM software, respectively (23). Detailed S/ Methods are
available online.
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S| Methods

Human Atrial Myocyte Isolation. This study was approved by the
Investigation Committee of the Hospital Universitario Gregorio
Maranén (CNIC-13) and conforms to the principles outlined in the
Declaration of Helsinki. Each patient gave written informed con-
sent. Data regarding age, sex, type of surgery, and pharmacological
treatment of the patients are provided in Table S2. Human right
atrial specimens were obtained from patients (n = 3) that un-
derwent cardiac surgery. Atrial myocytes were enzimatically iso-
lated following previously described methods (21, 2). In brief,
samples were immediately placed into chilled Ca**-free Tyrode’s
solution containing (in 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), chopzped into small pieces (~1 mm?), and washed
3x for 3 min with Ca**-free Tyrode’s solution. Tissue pieces were
then changed to Ca®*-free solution containing 254 U/mL colla-
genase type I (Worthington) and 0.5 mg/mL protease type XXIV
(Sigma) and gently stirred for 15 min. Afterward, the Ca** con-
centration was raised to 0.2 mM, and the tissue was stirred for 30
min more. Stirring was continued with Tyrode’s solution (0.2 mM
Ca®*) containing only collagenase until rod-shaped striated my-
ocytes were seen (=35 min). 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 (in mM): KCl
20, KH,POy 10, glucose 10, K-glutamate 70, B-hidroxybutyrate 10,
taurine 10, EGTA 10, and albumin 1 (pH 7.4 with KOH). My-
ocytes were used for electrophysiological recordings within 8 h.

Guinea-Pig Atrial and Ventricular Myocyte Isolation. Single ventric-
ular myocytes were isolated from hearts of male guinea pigs (250
300 g) by enzymatic dissociation following a procedure previously
described in detail (3, 4). Hearts were removed and rapidly
mounted via the aorta on the cannula of a Langendorff perfusion
system and initially perfused for 1-2 min with a modified Tyrode’s
solution containing 1.8 mM CaCl,. The perfusate was oxygenated
(95% 0,/5% CO,) and maintained at 37 °C. Then the hearts were
perfused for 5 min at 10-15 mL/min with a Ca**-free Tyrode’s
solution, followed by a 4-min perfusion with the same solution
supplemented with 0.12 mg/mL collagenase type II (Worthington)
and 0.03 mg/mL protease type XIV (Sigma). The hearts were then
washed with a high-K* low-Cl~ solution or “KB solution” for 4 min.
Afterward, hearts were removed from the Langendorff apparatus,
and atria and ventricles were dissected and cut in small pieces,
which were placed in a beaker containing KB solution and gently
shaken to disperse the cells. The resulting cell pellets were stored in
KB medium for 1-2 h before beginning the experiments. The
composition of the Tyrode’s solution was as follows (in mM): NaCl
114, KC15.4, CaCl, 1.8, MgCl, 1.0, taurine 20, glucose 10, NaHCO;
24, and NaH,PO, 0.42 (pH 7.4 with NaOH). The KB solution
contained the following (in mM): glutamic acid 70, taurine 10, KCl
20, KH,PO,4 10, MgCl, 1.0, succinic acid 5.0, creatine 5.7, glucose
10, EGTA 0.2, and Hepes 10 (pH 7.4 with KOH).

Kir2.1 Constructs and Cell Transfection. Human Kir2.1 WT and L2221
c¢DNA were kindly provided by J. Jalife (University of Michigan,
Ann Arbor, MI) and I. Levitan (Columbia University, New York),
respectively. Human Kir2.1, Kir2.2, and Kir2.3 were subcloned into
pcDNA3.1 plasmid (Invitrogen). C311A and C311S Kir2.1 mutants
subcloned into pMT21 plasmid were kindly provided by R. Sauvé
(University of Montreal, Montreal). E224A, D259A, E299A,
R218W, and R67W Kir2.1, A312C Kir2.2, and A303C Kir2.3
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mutations were made using the QuikChange Site-Directed Mu-
tagenesis Kit (Stratagene). All mutations were confirmed by direct
DNA sequencing. CHO cells were cultured and transfected as
previously described (1-8). Cells were grown in Ham-F12 medium
supplemented with 10% FBS, 100 U/mL penicillin, and 100 pg/mL
streptomycin. The cultures were passaged every 4-5 d using a brief
trypsin treatment. CHO cells were transiently transfected with the
c¢DNA encoding WT or mutated Kir2.x channels (1.6 pg) together
with the cDNA encoding the CD8 antigen (0.5 pg) by using FU-
GENEDG (Roche Diagnostics) following manufacturer instructions.
For culture and transfections, 60-mm culture dishes were used.
After 48 h, cells were incubated with polystyrene microbeads
precoated with anti-CD8 antibody (Dynabeads M450; Dynal).
Most of the cells that were beaded also had channel expression.
The cells were removed from the dish with a cell scraper, and the
cell suspension was stored at room temperature and used within
12 h for electrophysiological experiments.

Recording Techniques. Macroscopic current recordings. 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). After
settling to the bottom of the chamber, cells were perfused at 1 mL/
min with external solution (see composition below). Macroscopic
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) (1-8). Recording
pipettes were pulled from 1.0-mm OD borosilicate capillary
tubes (GD1; Narishige) using a programmable patch micropi-
pette puller (model P-2000 Brown-Flaming; Sutter Instruments)
and heat-polished with a microforge (model MF-83; Narishige).
Micropipette resistance was <3.5 MQ when filled with the in-
ternal solution and immersed in the external solution. The ca-
pacitive transients elicited by symmetrical 10-mV steps from
0 mV were recorded at 50 kHz (filtered at 10 kHz) for sub-
sequent calculation of capacitative surface area, access re-
sistance, and input impedance. In all of the experiments, series
resistance was compensated manually by using the series re-
sistance compensation unit of the Axopatch amplifier, and >80%
compensation was achieved. In CHO cells, uncompensated
access resistance and cell capacitance were 1.4 + 0.3 MQ, and
13.6 + 0.8 pF, respectively (n = 34), whereas mean maximum
Kir2.1, Kir2.2, and Kir2.3 current (Igi2.1, Ikirzo, and Ikios)
amplitudes at —120 mV were —2.2 + 0.2 (n = 25), —1.0 £ 0.1
(n =4),and —0.9 + 0.3 nA (n = 5), respectively. In human atrial
myocytes, mean maximum Ig; amplitude at —100 mV, un-
compensated access resistance, and capacitance averaged —0.4 +
0.06 nA, 2.9 + 0.6 MQ, and 84.6 + 17.8 pF (n = 4), respectively.
In guinea-pig atrial and ventricular myocytes, Ix; amplitude at —120
mV, uncompensated access resistance, and capacitance aver-
aged —0.9 £ 0.2 and -1.8 +£ 0.2 nA, 3.9 £ 0.9 and 3.7 + 1.3 MQ,
and 35.2 + 4.4 and 46.2 + 2.9 pF (n = 4 and 5), 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 sampled at 4
kHz, filtered at half the sampling frequency, and stored on the
hard disk of a computer for subsequent analysis. To record hu-
man atrial Ix;, the external solution contained (in mM): NaCl
120, KCl 20, CaCl, 1, MgCl, 1, Hepes 10, 4-aminopyridine 1,
nifedipine (1 pM), glucose 10, atropine (1 pM), and glibencla-
mide (10 pM) (pH 7.4 with NaOH). The liquid junction potential
(LJP) between the pipette and external solution was —12.1 mV.
Guinea-pig myocytes were perfused with an external solution
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containing (in mM): NaCl 140, KCl 4, CaCl, 1, MgCl, 1, glucose
10, Hepes 10, 4-aminopyridine 1, nifedipine (1 pM), atropine
(1 pM), and glibenclamide (10 pM) (pH 7.4 with NaOH). Under
these conditions, the calculated LJP was —11.7 mV. In some
experiments, the Ba®*-sensitive current was measured. In these
experiments, guinea-pig myocytes were first perfused with con-
trol external solution followed by external solution containing
1 uM flecainide (Sigma), and finally with external solution con-
taining flecainide and BaCl, (100 uM). Ba**-sensitive currents
were obtained by digital subtraction of current traces. Recording
pipettes were filled with an internal solution containing (in mM):
K-aspartate 80, KCl 42, KH,PO, 10, MgATP 5, phosphocreatine
3, Hepes 5, and EGTA 5 (pH 7.2 with KOH). To record Ik;» 1,
Ikiroo, and Igin3, CHO cells were perfused with an external
solution containing (in mM): NaCl 136, KCl 4, CaCl, 1.8, MgCl,
1, Hepes 10, and glucose 10 (pH 7.4 with NaOH; LJP = —13.2
mV). Under these conditions, current amplitudes were stable
during the time of recordings (Fig. S1). C311A Ik;; and C311S
Ixiro1 were recorded at 20 mM extracellular K* concentration
([K*],), the calculated LIP being —12.1 mV. To obtain 20- and
140-mM [K™*], solutions, equimolar substitution between KCl
and NaCl was used. The internal solution used for whole-cell
current recordings in CHO cells was the same as described for
recording native I, (see above). All of the current-voltage (I-V)
curves were corrected according to the calculated LIP (2, 9).
Single-channel recordings. Single-channel currents were recorded at
room temperature using the cell-attached patch-clamp configu-
ration (Axopatch-200B patch-clamp amplifier) (2). Cells were
suspended in bath solution (in mM) [KCI 140, CaCl, 1.8, MgCl,
1, Hepes 10, and glucose 10 (pH 7.4 with KOH)]. Patch pipettes
were pulled from 1.5-mm OD borosilicate capillary tubes (Har-
vard Apparatus), coated at the tip with Sylgard (Dow Corning),
and fire-polished with a microforge. When filled with pipette
solution (in mM) [KCI 140 and Hepes 10 (pH 7.4 with KOH)],
tip resistances were between 5 and 10 MQ. Patches with more
than one channel were discarded.

Inside-out recordings. In some experiments, currents were recorded
at room temperature from excised inside-out macropatches from
HEK-293 cells using an Axopatch 200B patch-clamp amplifier
(10, 11). Recordings were made by using a fluoride, vanadate,
and pyrophosphate (FVPP)-potassium solution on both sides of
the patch containing (in mM): KCl 123, K,LEDTA 5, K,HPO,
7.2, KH2P04 8, Na3VO4 01, KF 5, K4HP207 10 (pH 7.2 with
KOH) to prevent current rundown (10, 11). This solution was
Mg**- and spermine-free. A solution adjusted to pH 5.0 was
used to abolish any detectable currents through Kir channels,
and offline subtraction of the currents recorded when perfusing
with the solution at pH = 5 was used to subtract endogenous
currents. Patch pipettes were pulled from 1.5-mm OD borosili-
cate capillary tubes (World Precision Instruments). When filled
with FPVV solution, tip resistances were between 1.0 and 1.5
MQ. These experiments were conducted in a chamber that al-
lowed the solution bathing the exposed surface of the isolated
patch to be changed rapidly (Fast-Step SF-77B perfusion system;
Warner Instruments).

Pulse Protocols and Analysis. The protocol to record human atrial
Ik1 consisted of 50-ms steps from —80 mV to —100 mV followed
by depolarizing ramps to —10 mV (800 ms) (2). To record
guinea-pig atrial and ventricular Ig;, 250-ms pulses from
a holding potential of —40 mV to potentials ranging from —120
to —40 mV were applied (12). For macroscopic Ik 1 recorded
in the presence of 4 mM [K*],, the protocol to obtain I-V curves
consisted of 250-ms pulses in 10-mV increments from -60 mV to
potentials between —120 and +20 mV (2). At 140 mM [K™],,
Ikiro.1 Was recorded by applying 250 ms-pulses from +10 mV to
potentials ranging —60 and +90 mV. In some experiments, I;. 1
was recorded in CHO cells by using an action potential recorded
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in an isolated dog epicardial ventricular myocyte as the com-
mand signal. The protocol to obtain Ix;,, and Ik, 3 I-V curves
consisted of 250-ms pulses in 10-mV increments from —-60 mV to
potentials between —120 and +20 mV. The current amplitude
was measured at the end of the pulse.

To obtain the ECs, (concentration that produces the half max-
imum response), the ICsy (concentration that produces the half
maximum inhibition), and the Hill coefficient (ny;), the increase
produced by flecainide and the blockade produced by spermine at
various concentrations [D] were fitted to the equation:

f = Emin + (Emax-Emin)/{l + (ECSO/[D])”H}‘

The degree of rectification for Kir2.1 channels was estimated
from the relative chord conductance (Gc), i.e., the conductance
relative to that expected for an nonrectifying current (13). Ge
was calculated as the ratio of the actual current and current
predicted by assuming a linear unblocked current (data for Ge
near the reversal potential were discarded from analysis because
the current ratio approaches “0/0” at voltage near this potential).
Gc relationships in control conditions and in the presence of
flecainide were fitted by a single Boltzmann equation:

y = [1/{1 +exp(-MV = Vh))}],

where V is the membrane potential, Vh represents the mid-
point of the curve, and A = zF/RT, where z stands for the effective
valency or steepness of rectification, F is Faraday’s constant, R is
the gas constant, and 7 is the absolute temperature.

Single-channel currents were recorded by applying 10-s pulses
from a holding potential of 0 mV to potentials between —110
and —20 mV (2), amplified, digitized at 10 kHz, and stored on
the hard disk of a computer for subsequent analysis. The re-
cordings were filtered at 1 kHz. Data were analyzed using
pCLAMP software. Open probability (P,) was calculated in each
experiment by dividing the time that the channel remains in the
open state by the total recording time. In some experiments, P,
values at each potential (P,—V curves) were obtained, and
a Boltzmann function was fitted to the data:

P, = (anin‘Pomax)/[l + eXp(V-Vh)/k] 4 Pomax,

where P, i, and P, represent the minimum and maximum P,,,
V is the membrane potential, V;, is the membrane potential at
which P, reaches its half-maximum value, and £ is the slope factor.

The opening frequency (f,) was calculated for each experiment
as the inverse of the closed time between events. Amplitude of
unitary currents in control conditions and in the presence of 1 pM
flecainide were calculated for each experiment from a Gaussian
distribution fit to amplitude histograms that were constructed by
plotting amplitude data as a function of the number of events per
bin (bin width = 0.05 pA). To calculate the slope conductance, the
single-channel current amplitude was plotted as a function of the
membrane potential, and a linear function was fitted to the data.
Mean open-time was calculated by dividing the total time that the
channel remains in the open state by the total number of openings.

Inside-out recordings were performed by applying 500-ms pulses
from a holding potential of —70 mV to +70 mV, followed by
a second 500-ms pulse to —80 mV. Currents were digitized at 2
kHz and stored on the hard disk of a computer for subsequent
analysis by using pCLAMP software. The recordings were filtered
at 1 kHz. Spermine-induced block was measured as the reduction
of the total charge crossing the membrane (calculated as current-
time integrals at +70 mV).

Molecular Modeling and Ligand Docking. Molecular modeling was
performed to obtain the lowest energy-minimized blind docking for
flecainide with a full-length channel composed of the crystal
structure of one cytoplasmic domain of Kir2.1 (PDB ID code 1U4F)
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and a modeled transmembrane domain based on KirBacl.1 crystal
structure (PDB ID code 1P7B). Kir2.2 and Kir2.3 cytoplasmic
domains were modeled using an alignment between this region of
Kir2.1 and the corresponding region of Kir2.2 and Kir2.3 channels.
The structural model of flecainide was retrieved from DrugBank
(http://www.drugbank.ca/), and its ionization was adjusted for a pK,
of 9.3. The blind docking was performed with the AutoDock 4.0
program using the Lamarckian genetic algorithm. When there is no
prior knowledge of the binding site for small molecules on a target
protein, a blind-docking study is a useful method to identify some
possible complexes based on an evaluation of binding-free energies
(AGs). The efficiency of a blind-docking study using the AutoDock
program has been shown in previous reports (14, 15). The graphical
user interface program “Autodock Tools” was used to prepare, run,
and analyze the docking simulations. Default parameters were
used, except for the number of generations, energy evaluations, and
docking runs, which were set to 1,000, 2.5 million, and 100, re-
spectively. Affinity grid fields were generated using the auxiliary
program AutoGrid. Docking was performed in a 65 X 65 X 65

volume centered at the middle of the channel protein, with grid
spacing of 0.375 A. The modeled channels were held rigid, and all
of the torsional bonds of flecainide were taken as being free during
docking calculations. Based on the RMSD cluster tolerance (2 A),
the complexes between the modeled channel and flecainide mol-
ecules were sorted into clusters, i.e.,o a mass of unless two con-
formations having RMSD less than 2 A. The cluster ranks based on
AGs, and the number of conformations during 100 runs are sum-
marized in Table S1. The cluster with the lowest AG was selected,
and flecainide was manually docked into the cytoplasmic domain by
using QUANTA/CHARMm software (Accelrys). Energy minimi-
zation was performed to eliminate close contacts. Flecainide was
assembled within QUANTA using standard bond lengths and
angles. Mechanics energy minimization was done using the
CHARMmM force field. The Kir2.1 channel-flecainide complexes
obtained were minimized with a Newton Raphson method, con-
sidering the structures as fully optimized when the energy changes
between two successive iterations were less than 0.01 kcal/mol (1
kcal = 4.18 kJ) (16).

A blind docking for flecainide with the cytoplasmic domain
formed by the four Kir2.1 subunits (PDB ID code 1U4F) was also
performed. Default parameters were used, except for the number
of generations, energy evaluations, and docking runs, which were
set to 27,000, 2.5 million, and 150, respectively. Docking was
performed in a 47 x 65 x 65 A volume centered at the middle of
the channel protein, with grid spacing of 0.531 A.

Drugs. Flecainide (Sigma) was initially dissolved in methanol to
yield 10-mM stock solutions. Drug solutions were prepared
freshly for each experiment. Glibenclamide, atropine, nifedipine,
and spermine were purchased from Sigma as a powder and
dissolved as appropriate to yield 0.01-M stock solutions. Further
dilutions were carried out in external solution to obtain the de-
sired final concentration. Control solutions always contained the
same solvent concentrations as the test solution. In some
experiments, CHO cells expressing WT, C311A, L222], R218W,
R67W Kir2.1, as well as WT or A312C Kir2.2 and WT or A303C
Kir2.3 channels were cultured (as described previously) in the
presence of 1 uM flecainide for 24 h. The final concentration of
flecainide was made by adding the stock solution to the culture
medium. Simultaneously, another batch of transfected cells was
cultured in the presence of the same methanol concentration as
in the flecainide-incubated cells. Drug or solvent were removed
by culturing cells for 1 h in drug-free medium at 37 °C before
electrophysiological recordings.

Analysis of the mRNA Expression of Kir2.x Channels (17). Tissue and

RNA preparation. Total RNA was isolated from guinea-pig atrial and
ventricular samples (n = 6). Immediately after the excision, tissue
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samples were snap-frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C
until further processing. Total RNA was purified from the ho-
mogenized tissue samples (homogenizer Ultra Turrax T18 IKA)
with RNeasy midi kit (Qiagen) 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 by
Nano-Drop 2000 (Thermo Scientific).

Reverse transcription-PCR analyses. Reverse transcription-PCR (RT-
PCR) was performed using the One-Step RT-PCR Kit (Qiagen).
Target gene-specific oligonucleotide primer pairs (forward and
reverse) were designed for guinea-pig Kir2.1, Kir2.2, Kir2.3, and
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene se-
quences obtained from GenBank DNA sequences database
(Table S3). Primers were synthesized by Roche Diagnostics via
TIB-MOLBIOL and supplied in lyophilised form. The melting
temperature (Tm) for each primer target gene used in the PCR
reactions is indicated in Table S3. RT-PCR was performed on
0.25 pg of total RNA, and the reactions were repeated at least 3x
for each sample. RT-PCR was performed using the thermocycler
Mastercycler Pro (Eppendorf) using the following thermal cycler
conditions: one step for reverse transcription (50 °C 30 min) and
initial PCR activation step (95 °C 15 min). Kir2.1, Kir2.2, and
Kir2.3 amplification involved 35 cycles of 1 min of DNA de-
naturalization at 94 °C, 1 min of primer annealing (at optimized
annealing temperature; Table S3), and 1.5 min of primer elon-
gation 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 visu-
alized under UV light. Molecular-weight markers (Sigma) were
added to one lane to estimate the size of the amplification
products. The housekeeping gene GAPDH was used as internal
standard. None of the Kir2.x channel-specific primers cross-
reacted with the GAPDH primer after 35 cycles of PCR.

Statistical Methods. Results are expressed as mean + SEM. Paired
or unpaired ¢ test or one-way ANOVA followed by Newman—Keuls
test were used to assess statistical significance where appropriate.
To make comparisons between two different concentration-
response curves, an F test was used. A value of P < 0.05 was con-
sidered significant.

SI Results

Time- and Concentration-Dependent Effects of Flecainide on Kir2.1
Channels. As seen in Fig. S1, amplitude of Ik;y ; recorded at —120
mV (Fig. S14) and —50 mV (Fig. S1B) was stable during control
recordings. Afterward, when the perfusion with the flecainide-
containing solution was initiated, steady-state effects were reached
after ~3 min. Finally, the Ix;;» 1 increase produced by flecainide was
completely reversible after 2-3 min of perfusion with drug-free so-
lution. In Fig. S1 C and D, the Ik;» ; increase measured at the end of
pulses to —120 and —50 mV, respectively, was represented as
a function of the flecainide concentration. The Hill equation was
used to fit the concentration dependence of the increase, and the
concentration that produces the half-maximum effect (ECsy) and
the maximum effect (E,,,) obtained at —120 mV were 0.8 = 0.01
pM (nyg = 1.6 £ 0.4) and 22 + 1.9%, respectively (Fig. S1C). At —50
mV, the ECsj and the E, ., averaged 0.4 + 0.01 pM (ngy = 2.2 +0.2)
and 53.9 + 3.6%), respectively (Fig. S1D). This finding showed that
flecainide preferentially increased the outward Ik;»; generated at
physiological potentials.

Flecainide Increases lg;,,.1 Recorded by Applying an AP Voltage-Clamp
Protocol. To determine the effect of flecainide in a physiologically
relevant setting, we used an epicardial AP voltage-clamp protocol
(Fig. S2). In control conditions, Ix;; was small during the plateau
phase of the AP, rapidly increased during the terminal phase of the
repolarization, and declined in early diastole. Flecainide induced
the appearance of a peak coinciding with the notch of the AP and
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increased the peak outward current at the end of the repolarization
in a concentration-dependent manner (Fig. S24). As a conse-
quence, flecainide increased the charge crossing the membrane es-
timated from the integral of the current traces reaching a 137 +28%
at a concentration of 1 pM (Fig. S2B).

Flecainide Does Not Modify Kir2.2 and Kir2.3 Currents. Because
Kir2.2 and Kir2.3 proteins also contribute to cardiac Ix;, the effects
of flecainide on these channels were studied (Fig. S3). In both cases,
under control conditions, hyperpolarizing pulses elicited large in-
ward currents, whereas depolarizing pulses elicited small outward
currents, with inward Ig; 3 activation kinetics being slower than
those of Ixi21 and Ik 2 (Fig. S4). Flecainide failed to modify Iki2
and Ik;»3 at potentials both negative and positive to Ex (P > 0.05
vs. control, n = 10; Fig. S3 A-D).

Effects of Flecainide on Heterotetrameric Kir2.x Channels. To de-
termine flecainide actions on heterotetramers of Kir2.1, Kir2.2, and
Kir2.3 subunits, we studied the effects of flecainide on cells
cotransfected (ratio 1:1) with both Kir2.1 and Kir2.2 (Kir2.1/Kir2.2)
and with Kir2.1 and Kir2.3 (Kir2.1/Kir2.3; Fig. S4). The time course
of Kir2.1 activation was slower than that of Kir2.2 but much faster
than that of Kir2.3 channels. Kir2.1/Kir2.2 and Kir2.1/Kir2.3 cur-
rents displayed activation kinetics significantly different from those
of the homotetrameric channels, demonstrating the hetero-
tetrameric nature of the channels. Under these conditions, flecai-
nide failed to increase inward and outward current (P > 0.05 vs.
control, n > 4), suggesting that the increasing effects are only ap-
parent in channels composed of four Kir2.1 subunits.

Effects of Flecainide on L2221 Kir2.1 Channels. To determine whether
flecainide effects could be due to an increase of the activating effects
on the channel induced by PIP,, we tested the effects of flecainide
on 1.222] Kir2.1 channels, a mutation that decreases the channel
affinity for PIP, but that renders functional channels (18) (Fig. S5).
As can be observed, current density of L2221 (-74.2 + 14.9 pA/pF
at —120 mV) is significantly lower than that of WT channels
(=115.5 + 15.2 pA/pF; Fig. S54), in accordance with previous re-
ports indicating that strong channel-PIP, interactions produce
larger currents than do weak interactions (18). Moreover, it is
shown that the decrease of the channel affinity for PIP, suppressed
the flecainide Ik;;1, increasing effects at potentials negative to the
Ex, while increasing effects at positive potentials were still appar-
ent (37.4 + 4.5% of increase at =50 mV, compared with the 45.8 +
9.8% increase in WT channels, P < 0.05; Fig. S5B). Overall, these
findings suggest that flecainide also potentiates the activating PIP,
effects on the channel, an effect that contributes to its increasing
effects, particularly at potentials negative to the Ex.

Flecainide Binds to the C Terminus Cytoplasmic Domain of Kir2.1
Channels. To explore the putative binding site of flecainide within
Kir2.1 channels, a molecular model was developed. A blind docking
for flecainide with a full-length channel composed of the crystal
structure of one cytoplasmic domain of Kir2.1 (19) and a modeled
transmembrane domain based on KirBacl.1 crystal structure was
performed. As a result of a study involving 100 runs, 40 flecainide
conformations were obtained (Fig. S64). Twenty of 40 con-
formations (yellow) are located on the pI strand within the Kir2.1
cytoplasmic domain (Fig. S64). These 20 conformations were
clustered (RMSD < 2 A), and six clusters were obtained (Table
S1). Interestingly, the conformations with the lowest energy (cor-
responding to clusters 1 and 2) were very close (<3 A) to Cys311.

A blind-docking study of flecainide within the cytoplasmic do-
main of Kir2.2 (Fig. S74) and Kir2.3 (Fig. S7B) channels was per-

1. Gébmez R, et al. (2008) Nitric oxide inhibits Kv4.3 and human cardiac transient
outward potassium current (li,1). Cardiovasc Res 80:375-384.
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formed. The analysis of the most favorable conformations resulting
from a study involving 100 runs showed that none of these confor-
mations corresponded to the most favorable poses in Kir2.1 (Fig. S7).

In the cytoplasmic domain, N and C terminus of adjacent Kir2.1
subunits interact to form a complex structure (19). Thus, a blind
docking for flecainide on the cytoplasmic domain formed by the
four subunits was also developed. The findings showed that fle-
cainide did not bind to the interface of neighboring subunits. In this
case, the results predicted interactions of flecainide with the I
strand and the cytoplasmic pore. However, the presence of fle-
cainide into the pore did not seem compatible with an increase of
the K™ flux through it. Therefore, these findings were discarded.

The flecainide conformations with the lowest binding-free en-
ergy (AG; Table S1), located on the pI strand, were defined as the
most practical binding site on Kir2.1 channels, and then the drug
was manually docked into it (Fig. S6 B and C). In the lowest-
energy pose (—11.3 kcal/mol), flecainide was predicted to bind
strongly to Cys311 by forming three hydrogen bridge bonds (one
between the carbonyl oxygen atom of flecainide and the thiol
group of the Cys residue, and two between the carbonyl oxygen
atom of the amino acid and the nitrogen atoms of the amide and of
the piperidine groups of flecainide; Fig. S6B). Moreover, flecai-
nide would establish single hydrogen-bridge bonds with Val296,
11e297, and Ser313 residues (Fig. S6 B and C). This region is highly
conserved among Kir2.x channels, Cys311 being the only different
residue between Kir2.1 and Kir2.2 and Kir2.3 (Fig. S6D). Thus,
we surmised that Cys311 can determine the selective flecainide
binding to Kir2.1 channels.

Electrophysiological Characterization of R67W and R218W Kir2.1
Channels. To evaluate whether R67W and R218W channels are
functionally present in the plasma membrane, currents generated by
these channels were recorded at [K™], = 140 mM. Both in cells
incubated with flecainide and those that were not, the current
generated by R67W channels markedly increased when increasing
the [K*], to 140 mM, suggesting that the channels present in the
plasma membrane were functional (Fig. S8 4 and C). It is in-
teresting to note that the amplitude of the currents recorded in
cells incubated with the drug were significantly larger than those
recorded in nonincubated cells (—20.8 + 12.4 vs. =57.8 + 15.7 pA/
pF at =60 mV, P < 0.05, n = 6; Fig. S8C). Conversely, R218W
channels did not generate measurable currents at [K*], = 140 mM
(Fig. S8B; n = 8), suggesting that R218W channels were non-
functional even when it has been described that they are able to
reach the cell membrane (20). However, the fact that the current
recorded in R67W transfected cells incubated with flecainide for
24 h was completely inhibited by BaCl,, strongly suggested that the
current is carried by Kir2.1 channels (Fig. S8 D and E).

Effects of the Incubation with Flecainide on Kir2.x Channels Depends
on the Presence of Cys311. To further confirm that the presence of
Cys311 is also critical for the increasing effect induced by 24-h
incubation with flecainide, we tested the effects of the incubation of
cells transfected with homotetrameric WT Kir2.2 and Kir2.3, het-
erotetrameric Kir2.1/Kir2.2 and Kir2.1/Kir2.3, as well as in A312C
Kir2.2 and A303C Kir2.3 channels (Fig. S9). As can be observed,
incubation with flecainide does not significantly modify the current
density of homotetrameric Kir2.2 and Kir2.3 and heterotetrameric
Kir2.1/Kir2.2 and Kir2.1/Kir2.3 channels, but increases current
density of A312C Kir2.2 and A303C Kir2.3 channels. These find-
ings show that the flecainide effect on Kir2.1 current density is only
apparent in homotetrameric Kir2.1 channels, and that the presence
of a Cys residue at position 311 is also critical for it.

2. Gémez R, et al. (2009) Nitric oxide increases cardiac lgq by nitrosylation of cysteine 76
of Kir2.1 channels. Circ Res 105:383-392.
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and Kir2.3 (B) channels. The structure of Kir2.2 and Kir2.3 cytoplasmic domains were constructed by using the crystallized Kir2.1 cytoplasmic domain retrieved
from the Protein Data Bank (PDB ID code 1U4F) as a template. Only the most favorable conformations resulting from a study involving 100 runs are depicted in
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from +10 mV to potentials ranging from —60 to +90 mV in CHO cells expressing R67W (A) or R218W (B) under control conditions. (C) Mean current density
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Table S1. Results of the blind-docking study of flecainide on
Kir2.1 channels

No. of conformations
Cluster rank AG, kcal/mol in cluster

—7.460
—7.515
-6.935
—6.885
—-6.430
—6.295

AU WN =
N W NNNW

Table S2. Patient characteristics (mean age 75 + 3 y)

Characteristics No./total
Female 13
Surgery

Valve surgery 2/3

CABG surgery 3/3
Treatment

Beta blockers 1/3

ACE inhibitors/angiotensin receptor blockers 3/3
Statins 2/3
Acetylsalicylic acid 2/3

ACE, angiotensin converting enzyme; CABG, coronary artery bypass grafting.

Table S3. Sequence of primers used in study

Optimal annealing

Protein Primers T °C temperature, °C
Kir2.1 F 5'-CCTCCCATTTCCACTGCGTGTGTCC-3’ 69.3 69.9
R 5'-GCCAACTTCATGCCGTCCTCTTCC-3’ 66.8
Kir2.2 F 5'-GCCACTGACCAAGGATCTGCGGGTG-3’ 71.2 69.9
R 5'-GCACCCGACATGGTGACCAAGTGCAG-3’ 71.9
Kir2.3 F 5'-CTTCTTCGGCCTCCTCTTCT-3’ 56.7 63
R 5-CCGATCATGAAGGAGTCGAT-3’ 54.7
GAPDH F 5'-TCCCGTGCAGTGCCAGCCGCAACCCGA-3’ 81.9 @
R 5-GGGCAGCGCCACGGCCATCACGCCACA-3’ 83.5

T theoretical primer melting temperature.
®The annealing temperature of the internal standard corresponded to that of the mRNA problem in each case.

Caballero et al. www.pnas.org/cgi/content/short/1004021107 138
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Human cardiac inward rectifier current (Ix;) is generated by Kir2.x channels. Inhibition of Iix; could offer
a useful antiarrhythmic strategy against fibrillatory arrhythmias. Therefore, elucidation of Kir2.x
channels pharmacology, which still remains elusive, is mandatory. We characterized the electrophysio-
logical and molecular basis of the inhibition produced by the antiarrhythmic propafenone of the current
generated by Kir2.x channels (Igi»x) and the I, recorded in human atrial myocytes. Wild type and
mutated human Kir2.x channels were transiently transfected in CHO and HEK-293 cells. Macroscopic
3 and single-channel currents were recorded using the patch-clamp technique. At concentrations >1 uM
Human atrial myocytes . . . . .
It propafenone inhibited ;2 x the order of potency being Kir2.3 ~ Iy > Kir2.2 > l(1r2..1 channels. Blockade
PIP, was irrespective of the extracellular K" concentration whereas markedly increased when the
intracellular K* concentration was decreased. Propafenone decreased inward rectification since at
potentials positive to the K* equilibrium potential propafenone-induced block decreased in a voltage-
dependent manner. Importantly, propafenone favored the occurrence of subconductance levels in Kir2.x
channels and decreased phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP;)-channel affinity. Blind docking
and site-directed mutagenesis experiments demonstrated that propafenone bound Kir2.x channels at
the cytoplasmic domain, close to, but not in the pore itself, the binding site involving two conserved Arg
residues (residues 228 and 260 in Kir2.1). Our results suggested that propafenone incorporated into the
cytoplasmic domain of the channel in such a way that it decreased the net negative charge sensed by K*
ions and polyamines which, in turn, promotes the appearance of subconductance levels and the decrease
of PIP, affinity of the channels.

Keywords:
Propafenone

Rectification
Inward rectifier channels

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Human Kir2.x channels generate the inward rectifier current
(Ix1) present in both atrial and ventricular myocytes [1]. Several
data suggest that ventricular Ix; is mainly carried by Kir2.1
homotetramers while the relative importance of Kir2.2 and 2.3
subunits is greater at the atrial level [1-3]. The physiological
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functions of strong inwardly rectifying channels are related to their
unique inward rectification, which allows K" influx but limits K*
efflux [1,4]. The prevalent mechanism underlying this property is
the voltage-dependent block caused by intracellular Mg?* and
polyamines interacting with acidic residues lining the transmem-
brane (D172) and cytoplasmic pore (E224, E229, D255, and D259
residues in Kir2.1) [4]. Ik, is thus critical for the maintenance of the
resting membrane potential near the K* equilibrium potential (Ex)
and for the control of the duration of the final phase of cardiac
action potential repolarization and refractoriness [1].

Inward rectifier channels have been implicated in the
perpetuation of reentrant tachyarrhythmias in both humans and
experimental models [5,6]. Gain- and loss-of-function mutations
in the gene that encodes Kir2.1 (KCNJ2) have been reported, and
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both the Ix; increase and decrease produced by these mutations
are associated with ventricular arrhythmias [3,7]. Indeed, muta-
tions that increase the outward component of I, lead to short QT
syndrome type 3 and severe ventricular arrhythmias, whereas
those that decrease the current cause mild QT prolongation yet a
burden of ventricular arrhythmias (Andersen-Tawil Syndrome)
[3,5,7]. Additionally, atrial fibrillation, the most common arrhyth-
mia, produces an Ik, up-regulation, an increase that is considered
critical for the stabilization of the arrhythmia [8,9]. Altogether the
results suggested that inhibition of I, could offer a potentially
useful antiarrhythmic strategy against fibrillatory arrhythmias
[5,6]. Moreover, since Kir2.2 and Kir2.3 seem to be the main atrial
Kir2.x isoforms, the selective modulation of Kir2.2-2.3 channels as
an atrial selective target for the design of new antiarrhythmic
agents could be proposed [10].

Nowadays there is a huge amount of information on the
pharmacology of human cardiac voltage-dependent K" (Kv)
channels. Aside toxins, which bind the extracellular mouth of the
pore, blocking drugs act as open channel blockers by binding to
receptor sites that share a similar topology among the different
cardiac Kv channels and that are located in the lumen of the aqueous
pore of the channel [11]. Conversely, pharmacology of Kir2.x
channels remains elusive. It has been described that chloroquine
inhibits Ix; in a voltage-dependent manner by binding to Kir2.1
residues located in the cytoplasmic pore and implicated in the
polyamines binding [12]. Other drugs, such as tamoxifen, meflo-
quine and carvedilol, inhibit I, by binding phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PIP,) avoiding the critical interaction of the channel
with this mediator [13-15]. Recently, it has been demonstrated that
flecainide, a class Icantiarrhythmic drug, selectively increases the I ¢,
generated by homotetramers of Kir2.1 channels (ki 1) by binding to
C311, aresidue located at the cytoplasmic domain of the channel [2].
Therefore, even when the information is extremely limited, it is
suspected that Kir2.x pharmacological modulation mechanism is
more diverse than those of Kv channels.

Here we analyzed the effects of propafenone, another class Ic
antiarrhythmic drug [16], to take a step forward in our knowledge
of the pharmacological modulation of Kir2.x channels. The results
suggested that propafenone blocks Kir2.x channels by binding to
the cytoplasmic domain at a site located at the interface of
subunits. Binding of propafenone promotes the occurrence of
subconductance levels in the channel gating due to the decrease of
the K" concentration in the pore and of the affinity of the channel
for PIP,. Therefore, the present results provide evidence for a novel
mechanism of Kir channels drug blockade that could be of
potential therapeutic interest.

2. Materials and methods
2.1. Human atrial myocyte isolation

The study was approved by the Investigation Committee of the
Hospital Universitario Gregorio Marafidon (CNIC-13) and conforms
to the principles outlined in the Declaration of Helsinki. Each
patient gave written informed consent. Data regarding age, sex,
type of surgery, and pharmacological treatment of the patients are
included in Table 1. Human right atrial samples were obtained
from patients (n=5) that underwent cardiac surgery. Atrial
myocytes were isolated by using collagenase type I (Worthington,
USA) and protease type XXIV (Sigma Chemical Co., United
Kingdom) following previously described methods [17].

2.2. Kir2.x constructs and cell transfection

Human Kir2.1 wild type (WT) and L2221 Kir2.1 cDNA were
kindly provided by Dr. ]. Jalife (Michigan University, USA) and Dr. I.

Table 1
Patient characteristics.

Patients (n) 5

Mean age (years) 65+4
Male/Female (n) 4 (80%)/1 (20%)
Cardiopathy

Valvular (n) 3 (60%)

Ischemic (n) 1 (20%)

Combined (n) 1(20%)
Hypertension (n) 5 (100%)
Diabetes mellitus (n) 2 (40%)
Dyslipidemia (n) 3 (60%)
Ejection fraction (%) 58.8+1.1
NYHA functional class

I(n) 1 (20%)

Il (n) 4 (80%)

I (n) 0 (0%)

IV (n) 0 (0%)
Creatinine (mg/dL) 0.9+0.2
Pulmonar systolic pressure (mm Hg) 46.3 +£5.6
Treatment

ACE inhibitors/ARBs (n) 4 (80%)

Statins (n) 3 (60%)

Acetylsalicylic acid (n) 3 (60%)

Beta blockers (n) 2 (40%)

Calcium antagonists (n) 0 (0%)

ACE, angiotensin converting enzyme; ARBs, angiotensin Il type 1 receptor blockers;
CABG, coronary artery bypass grafting. NYHA: New York Heart Association.

Levitan (Columbia University, USA), respectively. D172A, E224A,
D259A, E299A Kir2.1, WT Kir2.2, WT and 1213L Kir2.3 cDNA were
provided by Dr. J. Sanchez-Chapula (Colima University, Mexico).
Kir2.1, Kir2.2 and Kir2.3 were subcloned into pcDNA3.1 plasmid
(Invitrogen, USA). D255R, R228A, R228Q, R260A, R260Q Kir2.1,
R229A, R229Q Kir2.2, and R220Q, R252Q Kir2.3 mutants were
made by using the QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit
(Stratagene, USA) [2,18]. All mutations were confirmed by direct
DNA sequencing. CHO cells, cultured as previously described
[2,17,18], were transiently transfected with the cDNA encoding
WT or mutated Kir2.x channels (1.6 pg) together with the cDNA
encoding the CD8 antigen (0.5 wg) by using FUGENE XtremeGENE
(Roche Diagnostics, Switzerland) following manufacturer instruc-
tions. Coexpression experiments (Kir2.1/Kir2.2, Kir2.1/Kir2.3,
Kir2.2/Kir2.3) were performed using an 1:1 ratio. Activation
kinetics of the heterotetramers were significantly different from
those of the respective homotetrameric channels, demonstrating
the heterotetrameric nature of the channels [2].

48 h after transfection, cells were incubated with polystyrene
microbeads precoated with anti-CD8 antibody (Dynabeads M450;
Life Technologies, United Kingdom). Most of the cells that were
beaded also had channel expression.

2.3. Macroscopic current recordings

Macroscopic 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)
[2,17-19]. 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). Micropipette resistance was
kept below 3.5 M{) when filled with the internal solution and
immersed in the external solution. In all experiments series
resistance was compensated manually and >80% compensation
was achieved. In CHO cells, uncompensated access resistance and
cell capacitance were 2.7 + 0.2 M{), and 11.3 + 0.8 pF, respectively
(n=75), whereas mean maximum Kir2.1, Kir2.2, and Kir2.3 currents
(Ixir2.1» Ixir2.2, and Igirz3) amplitudes at —120 mV were —2.0 +0.2
(n=36),-1.0 £ 0.1 (n=18),and —0.5 + 0.1 nA (n = 21), respectively.
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In human atrial myocytes mean maximum I, amplitude at —100 mV,
uncompensated access resistance, and capacitance averaged
—679 & 108 pA, 2.6 + 0.8 M(), and 77.1 + 9.8 pF (n = 24), respective-
ly. Thus, under our experimental conditions no significant voltage
errors (<5mV) due to series resistance were expected with the
micropipettes used. To record human atrial Ik, the external solution
contained (mM): NaCl 120, KCI 20, CaCl, 1, MgCl, 1, HEPES 10, 4-
aminopyridine 1, glucose 10, nifedipine (1 M), atropine (1 wM), and
glibenclamide (10 wM) (pH 7.4 with NaOH). Recording pipettes were
filled with an internal solution containing (mM): K-aspartate 80, KCI
42,KH,P0,4 10, MgATP 5, phosphocreatine 3, HEPES 5, and EGTA 5 (pH
7.2 with KOH). To record Ixi2.1, Ixir2.2, and Ixin3 CHO cells were
perfused with an external solution containing (mM): NaCl 136, KCI 4,
CaCl, 1.8, MgCl, 1, HEPES 10, and glucose 10 (pH 7.4 with NaOH). The
liquid junction potential (LJP) between the pipette and external
solution was —13.2 mV. In some experiments, Ii».1 were recorded at
100 (LJP=-9.4mV), or 140 (LJP=-8.0mV)mM extracellular K*
concentration ([K'],). R228A, R228Q, R260A, R260Q ki1, R229A,
R229Q Ikir22, and R220Q, R252Q Iki».3 were recorded at 140 mM
[K]o. To obtain 100 and 140 mM [K'], solutions, equimolar
substitution between KCl and NaCl was used. The internal solution
used for whole-cell current recordings in CHO cells was the same as
described for recording native Ii; (see above). In some experiments
the total intracellular K* concentration ([K*];) was lowered to 25% by
the equimolar substitution of K-aspartate and KClI by TrisCl
(LJP = —2.4 mV) [19]. All current-voltage (I-V) curves were corrected
according to the calculated LJP [2,18].

2.4. Single channel recordings

Single channel currents were recorded at room temperature
using the cell-attached patch-clamp configuration [2,18]. Cells
were suspended in bath solution (in mM: KCl 140, CaCl, 1.8, MgCl,
1, HEPES 10, and glucose 10; pH 7.4 with KOH). Patch pipettes were
pulled from 1.5 mm o.d. borosilicate capillary tubes (Harvard
Apparatus Ltd, USA), coated at the tip with Sylgard (Dow Corning,
USA), and fire-polished with a microforge (MF130-Narishige,
Japan). When filled with pipette solution (in mM: KCl 140 and
HEPES 10; pH 7.4 with KOH), tip resistances were between 5 and
10 M(). Patches with more than one channel were discarded.

2.5. Inside-out recordings

In some experiments, currents were recorded at room
temperature from excised inside-out macropatches from HEK-
293 cells [2]. Recordings were made by using a fluoride, vanadate,
and pyrophosphate (FVPP)-potassium solution on both sides of the
patch containing (in mM): KCI 123, K,EDTA 5, K;HPO,4 7.2, KH,PO,
8, Na3VO, 0.1, KF 5, K4HP,0; 10 (pH 7.2 with KOH) to prevent
current rundown [2]. This solution was Mg?*- and spermine-free. A
solution adjusted to pH 5.0 was used to abolish any detectable
currents through Kir channels. Off-line subtraction of the currents
recorded when perfusing with this solution was used to subtract
endogenous currents. Patch pipettes were pulled from 1.0 mm o.d.
borosilicate capillary tubes (GD1, Narishige Co., Ltd, Japan). When
filled with FPVV solution, tip resistances were between 1.0 and
1.5 MQ.

2.6. Pulse protocols and analysis

The protocol to record human atrial I, consisted of 50-ms steps
from —80 to —100 mV followed by depolarizing ramps to —10 mV
(800 ms)[2,18]. For macroscopic Ixi2.1, Ikir2.2, and Ik 3 recorded in
the presence of 4 mM [K'],, the protocol to obtain I-V curves
consisted of 250-ms pulses in 10 mV increments from —60 mV to
potentials between —120 and +20 mV [2,18]. At 100 and 140 mM
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[K*]o, Ixir2.1 Was recorded by applying 250 ms-pulses from +10 mV
to potentials ranging —60 and +90 mV. In all cases, the current
amplitude was measured at the end of the pulse. Current
recordings were sampled at 4 kHz and filtered at half the sampling
frequency.

To obtain the ECsg (concentration that produces the half
maximum effect) and the ICso (concentration that produces the
half maximum inhibition) and the Hill coefficient (ny), the
blockade produced by propafenone or the increase produced by
PIP, at various concentrations [D] were fitted to the Hill equation.

Single channel currents were recorded by applying 10-s pulses
from a holding potential of 0 mV to —80 mV [2,18], digitized at
10 kHz and filtered at 1 kHz. Data were analyzed using pCLAMP
software (Molecular Devices, USA). Open probability (P,) was
calculated in each experiment by dividing the time that the
channel remains in the open state by the total recording time. The
opening frequency (f,) was calculated for each experiment as the
inverse of the closed time between events. Amplitude of unitary
currents in control conditions and in the presence of propafenone
were calculated for each experiment from a Gaussian distribution
fit to amplitude histograms that were constructed by plotting
amplitude data as a function of the number of events per bin (bin
width = 0.05 pA). Open- and closed-time constants (7, and 7.) were
calculated for each experiment from the Gaussian distribution fit
to dwell-time histograms that were constructed by plotting log of
the dwell-time data as a function of the number of events per bin.
Mean open time (MOT) was calculated by dividing the total open
dwell-time by the number of openings.

Inside-out recordings were performed by applying 500-ms
pulses from a holding potential of —70 mV to potentials ranging
—90 and +50 mV, followed by a second 500-ms pulse to —80 mV.
Currents were digitized at 2 kHz and filtered at 1 kHz. Spermine-
induced block was measured as the reduction of the total charge
crossing the membrane (calculated as current-time integrals at
+50 mV).

2.7. Blind docking of propafenone on Kir2.2

Propafenone was assembled as hydrochloride within Discovery
Studio (version 2.1 software package; Accelrys Software Inc., USA)
using standard bond lengths and bond angles. With the CHARMm
(Accelrys Software Inc.) force field [20] and partial atomic charges,
the molecular geometry of propafenone was energy-minimized
using the adopted-based Newton-Raphson algorithm. Structure
was considered fully optimized when the energy changes between
iterations were less than 0.01 kcal/mol [21]. Crystal structure of
Kir2.2 channel from chicken (PDB ID: 3]JYC) was used for the
molecular modeling [22]. The software PISA (http://pdbe.org/pisa/
) predicts that the crystal form of Kir2.2 may form a tetramer. For
docking studies, initial protein was prepared by removing
heteroatoms (K*). Proper bonds, bond orders, hybridization, and
charges were assigned using protein model tool in Discovery
Studio. CHARMm force field was applied using the receptor-ligand
interactions tool in Discovery Studio.

The binding sites of propafenone within Kir2.2 were identified
by automated ligand docking (“blind docking”) using the program
Autodock Vina (MGL Tools, USA) [23]. AutoDockTools software
(ADT; version 1.5.4) was used to add hydrogens and partial charges
for proteins and ligands using Gasteiger charges. All rotational
bonds in ligand were set to free, while the protein side chains
remain fixed. A grid box of 60 x 60 x 72 with grid points separated
1A, was positioned at the middle of the protein. Default
parameters were used except number of modes, which was set
to 40. Fifty independent docking runs were carried out for
propafenone. According to Vina best scored poses, the most stable
complex configurations were considered.
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2.8. Drugs

Propafenone (Sigma) was initially dissolved in methanol to
yield 10 mM stock solutions. Drug solutions were prepared freshly
for each experiment. Glibenclamide, atropine, nifedipine, PIP,
sodium salt, and spermine were purchased from Sigma as a powder
and dissolved as appropriate to yield 10 mM 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.

2.9. Statistical methods

Results are expressed as mean =+ SEM. Paired or unpaired t test or
one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test were used to assess
statistical significance where appropriate. To make comparisons
between two different concentration-response curves, an F-test was
used. A value of P < 0.05 was considered significant.

3. Results

Fig. 1A shows Ii».1 traces recorded in a CHO cell transiently
transfected with Kir2.1 channels by applying 250-ms pulses from a
holding potential of —60 mV to potentials ranging —120 and
+20 mV under control conditions and in the presence of 50 uM
propafenone. Propafenone significantly decreased both inward
(42.4 + 6.9% at —120 mV) and outward ;2.1 (55.3 & 7.4% at —50 mV,
n=7, P<0.01 vs control) (Fig. 1A), an effect completely reversible
upon washout. Fig. 1B shows the current-voltage (I-V) relationship

Surprisingly, in the presence of propafenone, current generated at
potentials positive to the Ex was a linear function of the voltage (inset
in Fig. 1B). Indeed, at potentials positive to the Ex the propafenone-
induced block decreased in a voltage-dependent manner. To quantify
this phenomenon the Iy rectification index was calculated by
dividing the current amplitude generated by the most depolarized
pulse by the current amplitude generated by the most hyperpolarized
pulse. Fig. 1C demonstrated that propafenone decreased the inward
rectification.

We also tested the propafenone blocking effects in the presence
of different [K'], and when [K']; was decreased by 75%.
Interestingly, the degree of block of both outward and inward
current was irrespective of the [K'],, while the blockade
significantly increased when [K']; was reduced by 75% (Fig. 1D/
E). Furthermore, the propafenone-induced decrease of current
rectification resulted to be more marked at low than at high [K*],
(Fig. 1C).

Fig. 2A and C shows k2.2 and Ii».3 records while panels B and
D show their respective IV curves. The results demonstrated that
propafenone also inhibited inward and outward currents generat-
ed by Kir2.2 and Kir2.3 homotetramers. Furthermore, we also
tested the effects produced by propafenone on cells cotransfected
(1:1 ratio) with both Kir2.1 and Kir2.2 (Kir2.1/2.2), with Kir2.1 and
Kir2.3 (Kir2.1/2.3), and with Kir2.2 and Kir2.3 (Kir2.2/2.3). Fig. 2E
shows the percentage of 50 WM propafenone-induced inhibition
on the currents recorded at 40 mV positive to the Ex demonstrating
that propafenone also inhibited Iy, generated by heterotetra-
mers. Accordingly with this result, propafenone also inhibited both
inward and outward Ig; recorded in human atrial myocytes

obtained in the absence and presence of propafenone 50 M. (P<0.05, n=6) which is probably generated by Kir2.x
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Fig. 1. Propafenone inhibits I, 1. A and B, I 1 traces recorded by applying the protocol shown at the top (A) and I-V curves for currents measured at the end of the pulses (B)
in the absence and presence of 50 uM propafenone. Inset in B shows data at potentials positive to Ex on an expanded scale. *P < 0.05 vs control. C, Rectification index
calculated at 4, 100, and 140 mM [K"], in control conditions and in the presence of 50 ..M propafenone. *P < 0.05 vs control. D and E, Percentage of inhibition induced by
50 wM propafenone on the Iy, 1 recorded at 30 mV negative (D) or at 40 mV positive (E) to the Ey at different [K*], and when the [K*]; was reduced to 25% (35 mM). *P < 0.05

vs inhibition of currents recorded at 140 mM [K'];.
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50 wM propafenone-induced inhibition on the currents recorded at 40 mV positive to Ex. “P < 0.05 vs Kir2.1. F, Percentage of Ixir2.1, Ixir2.2, Ixir2.3, and human atrial Ix; inhibition
at 30 mV negative to Ex as a function of the different concentrations of propafenone tested. In B and D-F, each point/bar represents the mean -+ SEM of >5 experiments.

heterotetramers (Fig. 2E). Native Ii; was recorded in the presence
of atropine and glibenclamide to block the acetylcholine-activated
component (Ixacn) and the ATP-sensitive (Ixarp) inward rectifier
currents, respectively.

Fig. 2F shows the concentration-response curves constructed
by plotting the propafenone-induced inhibition of inward Iy 1,
Ixir2.2, Ixir2.3, and human atrial I, at 30 mV negative to the Ex as a
function of the propafenone concentration tested. The ICsg and the
ny were calculated by fitting the Hill equation to the data.
Interestingly, the ICso for Igioq (51.8 £ 6.2 M) was significantly
higher than those obtained for Igpo (29.1 £3.4 pM), Ikir3
(14.7 + 3.1 M), and human atrial Ix; (16.8 + 6.1 wM). It should be
noted that human atrial Ii; sensitivity was similar to that of Kir2.3
channels, which further supported the predominant role of these
channels over Kir2.1 in generating this current [2].

3.1. Propafenone decreases PIP,-channel interactions

Propafenone-induced block showed an inverse correlation to
the strength of channel-PIP; interaction (greater for Kir2.1 than for
Kir2.3 channels). Thus, we next studied the effects of propafenone
on L222[ Kir2.1 and in [213L Kir2.3 channels, mutations that
decrease and increase, respectively, the Kir2.1 and Kir2.3 channel
affinity for PIP; [1,4]. Strikingly, propafenone-induced block was
not different to that observed in their respective WT channels
(Fig. 2E).

To analyze the effects of blocking propafenone concentrations
at the single channel level we decided to use Kir2.1 channels, since
their gating properties have been extensively studied. Fig. 3A
shows single channel currents recorded by applying 10-s pulses
from 0 to —80 mV in CHO cells transiently transfected with Kir2.1
channels in the presence and absence of 50 M propafenone.
Under control conditions, channels exhibited a P, of 0.69 + 0.05,
with a f, value of 2.4 + 0.2 Hz (n = 8). Moreover, the fit of a Gaussian
distribution to amplitude histograms yielded discrete peaks at
0.01 + 0.001 pA (closed channels) and —2.0 + 0.1 pA (open channels)
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(Fig. 3B). Remarkably, propafenone induced a significant change in
channel gating characterized by the occurrence of subconductance
levels (Fig. 3A). In the presence of drug, amplitude histograms
(Fig. 3C) showed peaks corresponding to sublevels with mean
amplitudes of ~1/4 (Og), ~1/2 (0,), and ~3/4 (O,) of the fully open
level (03). Interestingly, mean amplitude of the fully open level was
similar to that of control conditions (Fig. 3D). The most frequently
observed sublevel was O, (Fig. 3C) with a P, of 0.26 & 0.1 and a MOT
of 295 + 119 ms (Fig. 4A and B). Open- and closed-time constants (7,
and 7.) were calculated for each experiment from the Gaussian
distribution fit to histograms that were constructed by plotting log of
dwell-time data as a function of the number of events per bin. Fig. 4C
shows that mean 7, values for Og and O, were significantly lower than
those of O; and Os while propafenone did not significantly modify t.
(Fig. 4D). It has been described that the disruption of PIP,-channel
interaction favors the occurrence of subconductance levels in Kir2.x
channels [24]. Thus, these results also suggested that a PIP,-related
mechanism was responsible for the effects of propafenone.

Fig. 5A shows Ii».1 traces recorded in excised inside-out
macropatches by applying 500-ms pulses from —70mV to
potentials ranging —90 and +50 mV in the absence and presence
of 50 WM propafenone. Application of propafenone at the internal
side of the membrane significantly inhibited the current at
potentials negative (43.8+5.2% at -90mV) and positive
(56.9 +7.3% at +50 mV) to the Ex (Fig. 5A and B). Interestingly,
steady-state block was reached after ~12 min of drug perfusion, a
slow onset block time course similar to that observed when the drug
was perfused extracellularly under whole-cell configuration (Fig. 5C).
These results suggested that Iy;».; inhibition was not due to Kir2.1
pore block.

Neomycin is a polycationic aminoglycoside antibiotic that
reduces Kir channel activity by screening PIP, molecules. Analysis
of the kinetics of inhibition by neomycin has been previously used
as a reliable measurement of the strength of the channel-PIP,
interaction [24]. Indeed, the stronger the channel-PIP, interaction,
the slower the inhibition. Thus, we measured the rate of current
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Fig. 3. Propafenone induces subconductance levels in Kir2.1. A, Single channel recordings at —80 mV under control conditions and after perfusion with 50 .M propafenone.
Closed and open channel levels are indicated by C and O, respectively. B and C, Amplitude histograms at —80 mV in the absence (B) and presence (C) of propafenone
constructed by plotting amplitude data from 6 experiments as a function of the number of events per bin (bin width = 0.05 pA) together with the fit of a Gaussian function. The
fit to the open channel data in the presence of propafenone required a four component Gaussian equation. D, Mean unitary current amplitude under control conditions and in

the presence of propafenone. Each bar represents the mean + SEM of 6 experiments.

inhibition produced by 1 mM neomycin as the time required for
the current to decrease by 50% (Tso) (Fig. 5D). In the absence of
propafenone, neomycin decreased I; > 1 With a Tsg of 5.2 4 1.0 min.
In the presence of propafenone, the Tso of neomycin-induced
rundown was significantly reduced (1.1 £+ 0.1 min), suggesting that
the channel-PIP, interaction is weaker in the presence of propafe-
none.

We further examined the effects of propafenone on the
channel-PIP, interaction by applying different PIP, concentrations
to inside-out macropatches as previously described [24,25].
Immediately after patch-excision, 1 mM neomycin was applied
until the complete rundown of the current (=20 min) (Fig. 6A).
Afterwards, increasing concentrations of PIP, were applied until

current amplitude was fully recovered. In the presence of
propafenone, PIP, failed to recover the current amplitude since
its activating effects were markedly reduced (Fig. 6B). Fig. 6C
shows the concentration dependence of the PIP, increasing effects.
As can be observed, propafenone significantly increased the ECsq
(from 1.6 + 0.4 to 6.0 + 0.4 wM) and decreased the maximum effect
(Emax) (from 88.0 + 11.0% to 46.0 4 7.7%), suggesting that propafe-
none antagonizes the Kir2.1 channels activating effect of PIP,.

It has been proposed that long polyamines strengthen the
channel-PIP; interaction by acting as co-factors in PIP, regulation
of channel activity [26]. In fact, mutant channels that exhibit low
polyamines affinity also exhibit low PIP, affinity [26]. Therefore,
we next assessed the effects of propafenone on D172A, E224A,
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D255R, D259A, and E299A channels by using the whole-cell
configuration (Fig. 6D and E). The results demonstrated that in all
these mutants, except D259A, propafenone-induced block was
significantly greater than in Kir2.1 WT channels.

3.2. Binding site of propafenone within Kir2.x channels

To explore the binding site responsible for the blocking effect
of propafenone, we performed a blind docking for propafenone
with a full-length channel composed by the crystal structure of
tetrameric Kir2.2 channels. Kir2.2 channels were selected
because they were the first full-length eukaryotic Kir channels
crystallized [22]. The docking analysis of propafenone within the
transmembrane and cytoplasmic domains of Kir2.2 revealed that
it bound more effectively to the cytoplasmic domain (Fig. 7A).
There were four propafenone-binding pockets, located at the
region between two subunits and out of the ion-conduction
pathway (Fig. 7B). The docking results predicted that, due to its
flexible structure, propafenone had two major predicted binding
modes, bothlocated inanoverlappingregion (Fig. 7 and Fig. 8).In
mode I (Fig. 7C), propafenone adopted a folded conformation in
which its hydroxyl group formed hydrogen bonds with the
carbonyl oxygen atom of Q231 and with the guanidinium group
of R229. There was also a hydrophobic interaction between
propafenone phenyl-ring and 1270 and L271 side chains (Fig. 8A).
In mode II (Fig. 8B), the hydroxyl group of propafenone formed a
hydrogen bond with the amino group of D250 (Fig. 7D).
Additionally, the positively charged alkylamino nitrogen made
a hydrogen bond with R261, which is located in the adjacent
subunit. Therefore, the phenyl ring and the hydroxyl group act as
molecular harpoons establishing a network of hydrophobic
interactions with1270and L271 and a hydrogen bond with Q231,

respectively. These interactions could promote the binding
orientation of the alkylamino tail in order to interact with R229
or R261 side chains.

Since the carbonyl and amino groups of Q231 and D250 cannot
be substituted by performing site directed mutagenesis, their
putative involvement in the propafenone-induced block was not
further examined. Thus, we focused on the analysis of the
relevance of R229 and R261 (Kir2.2 numeration), which are
conserved among Kir2.x channels. To this end, these residues were
substituted by electrostatically neutral but same-sized residues
(R — Q). Furthermore, we also would have liked to test the effects
of their substitution by Ala. Therefore, Kir2.1 mutants constructed
and tested were: R228Q, R228A, R260Q, and R260A. Kir2.2 mutants
studied were R229A and R229Q. Unfortunately, neither R261A nor
R261Q were obtained because the primers folded in a 7 base-
hairpin loop, which comprises the mutation. Finally, Kir2.3
mutants R220Q and R252Q were successfully constructed and
tested, while R220A and R252A mutants did not generate any
current even when they were expressed in the cell membrane (not
shown). Nevertheless, all the mutant channels studied (Fig. 9C)
generated small currents that exhibited a tendency to rapidly
rundown. Thus, experiments were performed at 140 mM [K'],.
Additionally, some mutants generated currents that weakly
rectified (Fig. 9B) or that did not rectify at all (Fig. 9A). All these
features of the mutants underscore the importance of these
residues in channel function. Fig. 9A and B demonstrates that
propafenone-induced block, at voltages negative and positive to
the Eg, was significantly decreased in Kir2.3 R220Q and R252Q
channels. Substitution of the equivalent residues in Kir2.1 channels
significantly reduced propafenone-induced block (Fig. 9C). Finally,
mutation of R229 in Kir2.2 channels also significantly decreased
the blockade. Overall, these results suggested that these two Arg
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Fig. 7. Molecular model of propafenone within Kir2.2 channels. Results of the blind docking study of propafenone within the full Kir2.2 channel (PDB ID code 3]YC). Ribbon
structure of each monomer of Kir2.2 is shown in green, orange, blue and red colors, with propafenone as purple sticks. Longitudinal view (A) and bird’s eye view (B) from the
cytoplasm of the images showing models of the lowest energy bindings of propafenone to Kir2.2. C and D, Predicted bonds between propafenone and some amino acids
located within the cytoplasmic domain. Images correspond to the first (Mode I: binding affinity = —6.7 kcal/mol) (C) and the second (Mode II: binding affinity = —6.5 kcal/
mol) (D) of 20 binding modes. Propafenone and residues implicated in the binding are rendered as sticks. Dashed black lines represent hydrogen bonds.

residues were important in determining the propafenone-induced
blockade of Kir2.x channels.

4. Discussion

The present results demonstrated that propafenone at con-
centrations >1 wM inhibited Ix; generated by Kir2.x homo and
heterotetramers by means of a mechanism that, to the best of our
knowledge, has never been described before. Analysis of the
concentration dependence of the blockade demonstrated that the
order of potency was Kir2.3 > Kir2.2 > Kir2.1. Furthermore,
propafenone also inhibited human atrial Ix;, the ICso for this
effect being one order of magnitude higher than the therapeutic
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plasma concentrations (~1 M) [16]. Therefore, it seems unlikely
that atrial Ix; propafenone inhibitory effect participates in the
atrial antiarrhythmic effects of the drug, i.e., cardioversion of
recent onset AF (5 M propafenone only inhibits atrial Ix; by
~20%). Furthermore, since propafenone concentrations needed to
inhibit Kir2.1 channels, which probably underlie ventricular I,
are even higher, it seems reasonable to propose that Kir2.1
blockade is not the main responsible for the propafenone
ventricular proarrhythmic effects.

It has been proposed that simultaneous Ix; and Iy, blockade
would be the optimal combination for an antifibrillatory drug [27].
Our results demonstrated that propafenone’s potency for Kir2.x
channels blockade is low and similar to that exhibited by
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Fig. 8. Predicted binding modes and orientations of propafenone on the cytoplasmic domain of Kir2.2 channels. (A) First (Mode I) (binding affinity = —6.7 kcal/mol)and (B) second
(Mode II) (binding affinity = —6.5 kcal/mol) of the most favorable 20 binding modes of propafenone (in purple and blue) on two adjacent subunits of Kir2.2 (yellow and red).

amiodarone (ICso = 10-20 wM) [28]. Conversely, Ix; is not inhib-
ited by quinidine, disopyramide, procainamide, and flecainide
[2,29], which suggests that pharmacological sensitivity of cardiac
inward rectifier channels to drugs, that otherwise block many
voltage-dependent K* channels, is low. Therefore, the finding of an
Ix; and Iy, inhibitor remains elusive. However, the importance of
the present results does not lie on their therapeutic application but
on the fact that they imply the description of a mechanism for ionic
channels blockade, which is unusual and unprecedented and that
could give new clues for the development of an I, inhibitor.
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As mentioned, propafenone-induced block showed an inverse
correlation to the strength of channel-PIP, interaction. Moreover,
propafenone exhibited a slow inhibition time course that was
independent of whether the drug was externally (whole-cell) or
internally (excised inside-out) applied. Therefore, the results
pointed to an interaction of propafenone with PIP; in such a
way that it decreased PIP, activating effects. In fact, there are
previous data suggesting that cationic highly lipophilic drugs such
as tamoxifen, mefloquine and carvedilol decrease Ix;» x by binding
PIP, thus preventing its interaction with Kir2.x channels [13-15].
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Fig. 9. The presence of two Arg residues in the cytoplasmic domain is critical for the propafenone-induced block of Kir2.x channels. I-V curves for currents recorded in cells
expressing R220Q (A) and R252Q (B) Kir2.3 channels in the absence and presence of 50 .M propafenone. C, Percentage of propafenone-induced block on the current recorded
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150



RESULTADOS

I. Amords et al./Biochemical Pharmacology 86 (2013) 267-278 277

According to this hypothesis, propafenone shifted rightwards
the concentration dependence of PIP,-increasing effects on
Kir2.1 channels, and accelerated the time course of current
rundown in inside-out macropatches exposed to neomycin.
More innovative were the results obtained when assessing
propafenone Kir2.1 blocking effects at the single channel level.
As described, in the presence of propafenone sublevels of
conductance were apparent. Indeed, in the presence of propa-
fenone amplitude histograms showed peaks corresponding to
sublevels with mean amplitudes of ~1/4, ~1/2, and ~3/4 of the
fully open level. Thus, the results suggested that propafenone
decreased Igir2.x by an uncommon mechanism, i.e., by enhancing
the appearance of low conductance channel states. Most channel
blockers bind to the pore itself, which physically obstruct the ion
flow and/or act by an allosteric mechanism stabilizing closed
conformational states of the pore so that opening is less likely
[11]. The fact that the propafenone-induced block was irrespec-
tive of the [K*], was the first piece of evidence suggesting that the
drug binding site was not located at the pore level. Moreover, it
has beendescribed that reducing Kir2.1 channel interaction with
PIP, by a variety of interventions renders channels that
frequently visit subconductance levels [24]. Conversely, the
progressive increase of PIP,-channel interaction exerts strong
positive cooperativity in both converting the channels from the
unavailable to the available mode and in promoting the fully
open state over sublevels [24].

It has been proposed that polyamines act as cofactors in PIP,
activation of Kir2.1 channels [26]. Indeed, spermine is able to
stabilize the channels in an open configuration, enabling an
apparent increase of channel-PIP, binding affinity [26]. Accord-
ing to this, we surmised that propafenone-induced block would
be greater in channels in which polyamines affinity is decreased
by substituting the negatively charged residues that determine
polyamine binding located either in the transmembrane or the
cytoplasmic pore. Indeed, our results demonstrated that
propafenone blockade was significantly higher in D172A,
E224A, E299A, and D255R channels than in WT. Therefore, all
these results suggested that propafenone inhibited Kir2.x
currents by decreasing the PIP, activating effects on inward
rectifier channels.

However, some results pointed to alternative mechanisms
that are not mutually exclusive. First, effects produced by
propafenone on L2221 Kir2.1 and 1213L Kir2.3 channels were
identical to those obtained in WT Kir2.1 and Kir2.3 channels,
respectively. It was counterintuitive that substitution of the
residue that differentiates Kir2.1 and Kir2.3 channels in terms of
their PIP, channel affinity [4] did not modify propafenone block
in the expected direction. Second, and more importantly, the
results of the blind docking, thereafter confirmed by site-
directed mutagenesis analysis, suggested that the most practical
propafenone binding site on Kir2.x channels was not located in
the pore lumen but on the interface between subunits compris-
ing positively charged residues (R228 and R260 in Kir2.1
channels). Importantly, charge neutralization of R228 affects
channel PIP, interaction a result that has been interpreted
considering that R228 might form part of a “binding pocket” for
PIP; [25]. Blind docking results imply that up to four positively
charged propafenone molecules (propafenone is a base with a
pK, =9 that at the physiological pH predominates in its cationic
form) could bind to the channel, thus decreasing the net negative
charge of the cytoplasmic pore. According to the structures of K*
channels [22,30], the cytoplasmic pore is outside the electrical
field. Anegative electrostatic potential in this region is critical in
accumulating both K* and polyamines from the internal side,
which subsequently facilitates their entry into the transmem-
brane pore upon depolarization [22,30,31]. Therefore, negative
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charges in the cytoplasmic pore are critical to enhance both K*
permeation and rectification [32-35]. It has been extensively
demonstrated that the electrostatic negativity provided by
residues E224, E299, D255, and D259 determines the binding of
polyamines to their low-affinity binding site, and thus, the
extent of Kir2.1 inward rectification [22,30,31]. E224 and E299
create a charged ring located at the top of the cytoplasmic pore,
whereas the negatively charged ring created by D259 is located
below the former and that of D255 much farther below.
Additionally, two overlapped positively charged rings composed
of R228 and R260 are located between the E244-E299 and D259
rings [30].

Moreover, negative electrostatic potential at and around
residue E224 in the cytoplasmic pore is important to ensure a
smooth and large conductance of Kir2.1 channels [33]. Indeed, it
has been demonstrated that neutralization of the negative
charge at position 224 and/or increase in the number of positive
charges in this region of the cytoplasmic pore render channels
that display open-channel fluctuations and low conductance
[32,33,35]. Under these conditions, subconducting states
resulted from the collapse of the ion—ion interacting permeation
caused by the lack of specific K coordination within the
selectivity filter [36] and the channel, therefore, fluctuated
between a high conductance state (main open state with K*
occupancy in the cytoplasmic pore) and a low conductance state
(substate, no K" occupancy). According to this hypothesis,
incorporation of a positive charge at the level of the R228 and
R260 rings provided by propafenone would decrease K"
concentration on the cytoplasmic pore, which in turn, would
not supply enough K" ions to the transmembrane region avoiding
the full coordination of K ions within the selectivity filter. This
would explain the occurrence of subconductance levels in the
presence of propafenone. Moreover, it also accounted for the fact
that decreasing K efflux by decreasing [K']; significantly
increased the propafenone inhibition of outward current.

Furthermore, decrease of the negative electrostatic potential
at and around residue E224 produced by propafenone binding
would decrease the polyamines concentration in the pore. This
would produce two effects simultaneously. First, it would
decrease the strength of rectification [4]. Indeed, our results
demonstrated that in the presence of propafenone outward
Kir2.x currents were small and a linear function of voltage.
Second, this would decrease the PIP,-channel affinity [26],
therefore explaining why maneuvers that decreased PIP,
availability or the degree of channel-PIP, interaction increased
propafenone blocking potency.

In conclusion, here we demonstrated that propafenone inhibits
the current generated by the three human cardiac Kir2.x isoforms
and their combinations by a novel mechanism not described until
now with any other drug. We propose that propafenone
incorporates into the cytoplasmic domain of the channel in such
a way that it decreases the net negative charge sensed by K" ions
and polyamines which, in turn, promotes the appearance of
subconductance levels and the decrease of PIP, affinity of the
channels.
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RESULTADOS
SUPPLEMENTAL MATERIAL

Table S1. Patient characteristics.

Patients (n) 5
Mean age (years) 65+4
Male/Female () 4 (80%) /1 (20%)
Cardiopathy
Valvular (n) 3 (60%)
Ischemic (n) 1 (20%)
Combined (n) 1 (20%)
Hypertension () 5(100%)
Diabetes mellitus (n) 2 (40%)
Dyslipidemia (n) 3 (60%)
Ejection fraction (%) 58.8+1.1
NYHA functional class
I (n) 1 (20%)
II (n) 4 (80%)
III (n) 0 (0%)
IV (n) 0 (0%)
Creatinine (mg/dL) 0.9£+0.2
Pulmonar systolic pressure (mm Hg) 46.3+5.6
Treatment
ACE inhibitors/ARBs () 4 (80%)
Statins (n) 3 (60%)
Acetylsalicylic acid (n) 3 (60%)
Beta blockers (n) 2 (40%)
Calcium antagonists (7) 0 (0%)

ACE, angiotensin converting enzyme; ARBs, angiotensin II type 1 receptor blockers; CABG,
coronary artery bypass grafting. NYHA: New York Heart Association.
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DISCUSION

En la presente Tesis Doctoral hemos estudiado los efectos de dos farmacos antiarritmicos
del grupo Ic, flecainida y propafenona, sobre los canales Kir2.x que generan la corriente /k;
cardiaca humana. Asimismo, hemos estudiado los efectos de ambos farmacos sobre la I
generada en miocitos auriculares humanos. Los resultados han podido demostrar que ambos
farmacos a concentraciones equivalentes a las concentraciones plasmaticas tras la
administracion de dosis terapéuticas aumentan la /x; generada por homotetrameros de canales
Kir2.1. Ademas la propafenona, pero no la flecainida, a concentraciones altas inhibe la
corriente generada por canales Kir2.x siendo de mas potentes para inhibir la corriente

generada por canales Kir2.3.

1. Efectos de la flecainida sobre canales Kir2.x

Los resultados demuestran que la flecainida aumenta la Iki»; fundamentalmente por
reducir el bloqueo del canal producido por las polimainas intracelulares disminuyendo la
afinidad de las mismas por su sitio de unidon en el canal. Adicionalmente, la incubacion
durante al menos 24 horas con flecainida es capaz de aumentar la densidad de canales Kir2.1
expresados en la membrana. Por el contrario, la flecainida no modifica la Ixir» ni la Ikin3 ni
tampoco aumenta la expresion de canales Kir2.2 o Kir2.3 en la membrana. La selectividad de
los efectos de flecainida sobre canales Kir2.1 se debe a la presencia de un residuo Cys311 en

el dominio citoplasmatico, que en los canales Kir2.2 y Kir2.3 es una Ala.

1.1. La flecainida aumenta la ki 1 pero no la Ikin2 0 1a Ikin3

La flecainida aumenta la ki1 generada por canales tetraméricos Kir2.1. La presencia de
subunidades Kir2.2 o Kir2.3 en los canales hace que la flecainida sea incapaz de aumentar la
corriente. Por tanto la flecainida aumentara la /x; nativa en los miocitos de aquellas especies
en los que la corriente es generada por homotetrameros de canales Kir2.1. Nuestros resultados
demuestran que la flecainida aumenta la /x; registrada en miocitos ventriculares de cobayo
mientras que no modifica la /k; auricular de cobayo, ni la registrada en miocitos auriculares
humanos. Estos datos sugieren que en cobayo la Ig; auricular es generad por heterotetrameros
de canales Kir2.x mientras que en los miocitos ventriculares por homotetrameros Kir2.1.
Diversos datos electrofisiologicos y moleculares sugieren que los canales Kir2.3 son muy
abundantes en la auricula humana (Gaborit y cols., 2007). Por desgracia, por limitaciones
¢ticas no hemos podido disponer de preparaciones ventriculares humanas y no hemos podido

corroborar nuestros datos. Sin embargo, los datos moleculares sugieren que los canales Kir2.1
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son criticos para generar la Ix; en el ventriculo humano, al igual que en el cobayo. Si esto
fuera asi, la flecainida, a concentraciones plasmaticas terapéuticas aumentaria la Ix;. Las
implicaciones arritmogénicas que tiene este resultado se discutiran mas adelante.

Dada una concentracion, la flecainida aumenta mas la Iki»; generada a potenciales
positivos al Ex que la generada a potenciales negativos del Ex. Es decir, aumenta mas la
conductancia de la Ikin a los potenciales relevantes desde el punto de vista fisioldgico.
Nuestros resultados demuestran que la flecainida reduce la intensidad de la rectificacion de la
corriente. La rectificacion de la Ikinx (disminucion de la conductancia a potenciales positivos
al Ex) se debe, fundamentalmente, al bloqueo voltaje-dependiente del canal por parte de las
poliaminas intracelulares, cargadas positivamente, que con la despolarizacion, son repelidas
del citoplasma penetrando por el poro del canal. Los resultados demuestran que la flecainida
disminuye la afinidad del canal por las poliaminas de forma concentracion-dependiente. Mas
aun, los resultados sugieren que se trata de un mecanismo no competitivo, puesto que en
presencia de flecainida el efecto méximo producido por la maxima concentracion de
poliaminas no supera el 82%. Este dato implica que la flecainida no compite con las
poliaminas por su sitio de union en el poro del canal, sino que la uniéon de flecainida a su
propio sito receptor reduce alostéricamente la afinidad de las poliaminas por sus sitios de
union.

Es sabido que la union transitoria de las poliaminas a los residuos citoplasmicos Glu224,
Asp259, y Glu299 citoplasmico contribuye a la fijacion de las poliaminas a su sitio en el poro
citoplasmico acelerando el bloqueo (Lu, 2004; Pegan y cols., 2005). Por tanto comprobamos
si la mutacion de estos residuos disminuia el aumento de la corriente de salida por parte de
flecainida. Los resultados confirmaron que la flecainida no modifica la /i1 generada por los
canales E224A, D259A, y E299A, que, por otra parte, y como era de esperar, no rectifica a
potenciales positivos. La hipotesis es que la union de la flecainida a la ldmina BI modifica la
posicion de los anillos de cargas negativas formados por los aminoacidos acidos del poro
citoplasmatico antes mencionados de modo que disminuye la afinidad de las poliaminas por
estos sitios de unidn transitoria (Lu, 2004; Bichet y cols., 2003). Estos resultados son la
primera demostracion de que un farmaco, utilizado en la terapéutica es capaz de afectar los
canales Kir2.1 cardiacos humanos modulando su interaccion con las poliaminas.

Nuestros resultados demuestran que la Cys311 localizada en la lamina BI en el dominio
citoplasmatico C-terminal del canal Kir2.1 determina la union de la flecainida. De hecho, la
ausencia de efectos de la flecainida en canales Kir2.2 y Kir2.3 se explica porque estos canales
presentan en la posicion equivalente (en una region altamente conservada) un residuo Ala.

Las laminas BI y BH forman el denominado lazo HI o lazo G (residuos 300-315) (Pegan y
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cols., 2005). Las mutaciones en esta region alteran los mecanismos de apertura y cierre de los
canales Kir2.1 (gating) asi como la rectificacion (Pegan y cols., 2005). Por tanto, parece
razonable proponer que la union de la flecainida a esta region produzca los efectos observados.
Ademas el lazo HI es estructuralmente diferente pero estd acoplado funcionalmente al sitio de
union del PIP2. (Garneau y cols., 2003; Pegan y cols., 2005; Logothetis y cols., 2007). De
hecho, el residuo adyacente a la Cys311, la Arg312 (posicion en los canales Kir2.1) modula la
interaccion canal-PIP, (Bichet y cols., 2003; Logothetis y cols., 2007). Mas atn, se ha
demostrado previamente que la sustitucion de la Cys311 por residuos polares modifica las
propiedades cinéticas de los canales Kir2.1 favoreciendo la aparicion de intervalos de larga
duracion en los que el canal permanece cerrado lo que disminuye la P,. Estos efectos fueron
atribuidos a una desestabilizacion de la interaccion PIP,-canal (Garneau y cols., 2003). Por
consiguiente, sospechamos que la interaccion de la flecainida con la Cys311 podria aumentar
los efectos activadores del canal del PIP,. Nuestros resultados demostraron que la flecainida
aumenta la P, del canal desplazando la curva P,-V hacia potenciales més negativos. Méas aun,
la flecainida no modifico la amplitud de la corriente unitaria, o la conductancia del canal, pero
aumento el tiempo medio de apertura y la f,. Todos estos efectos son idénticos a los
producidos por el PIP, (Logothetis y cols., 2007). Por ultimo, significar que la mutacion
L2221, que da lugar a canales Kir2.1 funcionales pero con una menor afinidad por el PIP;
suprime el aumento de la corriente a potenciales negativos sin modificar el aumento que

produce la flecainida a potenciales positivos del Ex.

1.2. La flecainida aumenta la densidad de canales Kir2.1 en la membrana.

La incubacién de las células transfectadas durante 24 h con flecainida (1 uM) aumenta la
densidad de canales Kir2.1 en la membrana. Este efecto también depende de la presencia de la
Cys311. Si tras la incubacion con flecainida ésta se afiade de forma aguda, también se observa
el aumento de la /1. Es decir, que ambos efectos se suman. Por tanto, la flecainida
aumentard la Ix; generada por homotetrdmeros de canales Kir2.1 por dos mecanismos
simultdneamente. Para comprobar si la flecainida aumenta la corriente generada por canales
Kir2.1 con mutaciones responsables de la aparicion del SAT, estudiamos sus efectos sobre
canales R67W y R218W. Como era de esperar, la perfusion con flecainida no aumenta la
corriente generada por estos canales que es extremadamente pequefia puesto que ambos
carecen de afinidad por el PIP,. Sin embargo la incubacion con flecainida durante 24 de
c€lulas transfectadas aumenta la densidad de canales R67W, pero no la de R218W. También

comprobamos que la incubacion con flecainida aumenta la densidad de canales L222I. Estos
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resultados preliminares sugieren que en pacientes del SAT portadores de mutaciones que
generan canales funcionales la flecainida aumentaria la densidad en la membrana tanto de los
canales nativos (codificados por el alelo sano) como los mutados. Es decir, que la flecainida
produce un “rescate farmacologico” de ciertas mutaciones responsables del SAT.

Existen evidencias previas que demuestran que la densidad en la membrana de algunos
canales puede ser modulada farmacologicamente. De hecho, se ha descrito que la incubacion
con cloroquina o con pentamidina aumenta y disminuye la densidad de canales Kir2.1,
respectivamente (de Boer y cols., 2010). Serdn necesarios estudios complementarios para
identificar si el aumento de la densidad de canales Kir2.1 en la membrana se debe a que ésta
aumenta el trafico anterdgrado o, por el contrario, disminuye la endocitosis de la proteina del

canal desde la membrana.

2. Implicaciones terapéuticas.

La flecainida es un potente bloqueante de los canales de Na' que también bloquea
diversos canales de K'. Como se ha mencionado en la introduccion la flecainida inhibe las
corrientes /i, € Ixra concentraciones similares a las necesarias para inhibir la /x, (Wang y cols.,
1995; Follmer y cols., 1990). La flecainida prolonga de forma dependiente de la frecuencia la
DPA y el periodo refractario del tejido auricular humano sin apenas modificar la DPA del
tejido ventricular (la flecainida apenas modifica el QT) (Wang y cols., 1990; Katritsis y cols.,
1995). El aumento selectivo de la Ix; ventricular (generada por homotetrameros de canales
Kir2.1) puede explicar la diferencia de efectos de flecainida sobre la DPA auricular y
ventricular. Dado que la /x; determina de forma critica la fase final de repolarizacion (fase 3)
se puede anticipar que el aumento de la Ix; ventricular contrarrestara la prolongacion de la
DPA producido por el bloqueo de canales de K™ dependientes de voltaje. Por el contrario, en
el tejido auricular en el cual la flecainida no aumenta la /x; (generada por heterotetrameros de
Kir2.x), la prolongaciéon de la DPA producida por el bloqueo de canales de K se hara
evidente.

Por otra parte el aumento de la /Ix; ventricular podria participar en los efectos
proarritmicos ventriculares de la flecainida. Como se ha mencionado en la introduccion
diversos estudios han demostrado la importancia de la /k; en el mantenimiento y la estabilidad
de los rotores y en la dindmica de la fibrilacion ventricular. La prediccion es que el aumento

de la Ik, acelera y estabiliza la reentrada de los frentes espirales.
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3. Efectos de la propafenona sobre canales Kir2.x

Los resultados de la presente Tesis Doctoral demuestran que la propafenona, a
concentraciones >1 pM, inhibe la /x; generada por homo- y heterotetrameros de canales
Kir2.x mediante un mecanismo, que hasta donde sabemos, no ha sido descrito previamente
con ningun otro farmaco. El andlisis de la dependencia de dosis de los efectos demuestran que
la potencia de bloqueo tiene el orden: Kir2.3>Kir2.2>Kir2.1. Mas aun, la propafenona
también inhibe la /x; registrada en miocitos auriculares humanos, siendo la Cls, de este efecto
un orden de magnitud mayor que las concentraciones plasmaticas alcanzadas tras la
administracion de dosis terapéuticas (1 uM) (Bryson y cols., 1993). Por tanto parece
improbable que la inhibicion de la Ik; auricular participe en los efectos antiarritmicos de la
propafenona, esto es en la cardioversion de la fibrilacion de reciente comienzo (Propafenona 5
uM solo inhibe la Ix; en un 20%). Por otra parte, dado que las concentraciones de
propafenona necesarias para inhibir la corriente generada por homotetrameros de Kir2.1, que
probablemente generan la /x;, ventricular son incluso mayores, parece razonable afirmar que
el bloqueo de canales Kir2.1 no es responsable de los efectos proarritmicos ventriculares de la
propafenona.

Se ha propuesto que la inhibicion simultanea de la /k; y la In, seria la combinacion optima
para un farmaco con propiedades antifibrilatorias (Pandit y Jalife, 2013). Nuestros resultados
demuestran que la potencia de la propafenona para bloquear canales Kir2.x es baja, y similar a
la exhibida por amiodarona (Clsp = 10-20 uM) (Sato y cols., 1994). La quinidina, la
disopiramida, y la flecainida, por el contrario no inhiben la Ix; (lost y cols., 2003). Estos
resultados sugieren que la sensibilidad de los canales Kir2.x a los farmacos que bloquean
canales de K' dependientes de voltaje es baja. Por tanto, parece dificil, de momento,
identificar un farmacos que inhiba a concentraciones terapéuticas tanto la Iy, como la Ix;
auricular.

El bloqueo de canales Kir2.x muestra una correlacion inversa con al afinidad del canal por
el PIP, (a mayor afinidad menor sensibilidad a la propafenona). El curso temporal de
aparicion del bloqueo producido por la propafenona es muy lento y es independiente de si el
farmaco se aplica por la cara intracelular (en parches escindidos inside-out) o extracelular (en
la configuracion de célula entera) de la membrana. Estos resultados apuntaban a que la
propafenona modulaba la interaccion del PIP, con el canal disminuyendo sus efectos
activadores. De hecho, existen datos previos que demuestran que otros farmacos cationicos
altamente liposolubles como el tamoxifeno, la mefloquina, y el carvedilol disminuyen la ki x

uniéndose al PIP, e impidiendo su interaccion con el con los canales Kir2.x (Ferrer y cols.,
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2011; Lopez-lzquierdo, 2011; Ponce-Balbuena, 2009). Algunos de los datos experimentales
reforzarian esta hipotesis. En primer lugar, la propafenona desplaza hacia la derecha la curva
de concentracion-respuesta de los efectos activadores del PIP, y, en segundo lugar, acelera el
curso temporal de la disminucion de la corriente producida por neomicina en parches
escindidos. La neomicina (un compuesto policationico) interacciona con el PIP;
(polianionico) de manera que “secuestra” el PIP, impidiendo su interaccion con el canal. La
aplicacion de neomicina en parches escindidos en su cara intracelular produce una
disminucion gradual de la corriente Kir2.1 hasta abolirse. Por tanto, cuanto mas intensa sea la
interaccion del PIP; con el canal mas tiempo tarda la neomicina en reducir la corriente Ikiy
al 50% de su valor inicial (150) (Xie y cols., 2008). En condiciones control la 159 era de unos 5
min, mientras que en presencia de propafenona la tso disminuia hasta aproximadamente 1 min.
Este resultado sugeria que la propafenona disminuia la afinidad del canal por el PIP,.

Los resultados demostraron que en presencia de propafenona aparecen subniveles de
conductancia. Este dato indica que el farmaco esta cambiando de forma radical la
conductancia del canal por un mecanismo que no habia sido descrito con anterioridad con
ningun farmaco estudiado. Efectivamente, en presencia de propafenona los histogramas de
amplitud mostraban picos correspondientes a subniveles con amplitudes de =%, =2, =% de la
conductancia del estado completamente abierto. De estos resultados se deduce que la
propafenone disminuye la ki x por un mecanismo unico: induciendo la aparicion de estados
de baja conductancia.

La mayor parte de los bloqueantes de canales se unen en algun punto del poro hidréfilo
impidiendo el flujo i6nico a su través. En otras ocasiones la union del farmaco induce por un
mecanismo alostérico la estabilizacion de algin estado cerrado de manera que disminuye la
probabilidad de apertura del poro. En otras ocasiones se combinan ambos mecanismos
(Tamargo y cols., 2004). El hecho de que el bloqueo producido por propafenona fuera
independiente de la intensidad del flujo de K" a través del poro (que fue variada cambiando la
[K]o), fue el primer resultado que sugeria que el sitio de union del farmaco no estaba
localizado en el poro del canal. Mas aun, se ha descrito previamente que la disminucion de la
interaccion con el PIP, de lugar a canales que visitan con frecuencia niveles subconductores
(Xie y cols., 2008). Por el contrario, el aumento progresivo de la concentracion de PIP;
produce “cooperatividad positiva” favoreciendo la aparicion del estado de maxima
conductancia frente a los estados subconductores (Xie y cols., 2008).

Se ha propuesto que las poliaminas actiian como cofactores positivos de la union del PIP;
a los canales Kir2.1 (Xie y cols., 2005). De hecho, la espermina (la poliamina mas potente) es

capaz de estabilizar los canales Kir2.1 en un estado abierto permitiendo un aumento aparente
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de la afinidad del canal por el PIP, (Xie y cols., 2005). De acuerdo con esta hipotesis, el
bloqueo de la propafenona debia ser mayor en aquellos canales con poca afinidad por las
poliaminas, es decir, en aquellos canales en los que se han mutado los residuos cargados
negativamente localizados en el poro citoplasmatico o transmembrana (D172) con los que
interaccionan las poliaminas. En efecto, los resultados demostraron que el bloqueo producido
por la propafenona era significativamente mayor en canales D172A, E224A, E299A, y
D255R que en canales Kir2.1 nativos. Por todo lo mencionado anteriormente se podria
concluir que el mecanismo por el cual la propafenona inhibia la /i x era disminuyendo la
afinidad de los canales Kir2.x por su activador enddgeno, el PIP;.

Sin embargo, habia otros datos que sugerian que la anterior propuesta podria ser una
version algo reduccionista de los hechos experimentales y sugerian la existencia de
mecanismos alternativos que no tenian por qué ser mutuamente excluyentes.

En primer lugar, los efectos de la propafenone en canales L2221 Kir2.1 y 1213L Kir2.3
eran idénticos a los producidos en los canales nativos Kir2.1 y Kir2.3, respectivamente.
Parece contradecir lo esperado que la sustitucion del residuo responsable de la diferencia de
afinidad por el PIP, de canales Kir2.1 y Kir2.3 (Hibino y cols., 2010) no tuviera un efecto en
la direccion esperada en cuanto a modificacion del bloqueo. En segundo lugar, y mas
importante, los experimentos de “docking ciego” sugerian la existencia de un sitio de union
para la propafenona situado en la interfaz entre subunidades contiguas. Es decir, que habria 4
sitios de union para propafenona por canal, sitios que fueron confirmados mediante
experimentos de mutagénesis dirigida. Los sitios de unidén no estaban localizados en la luz del
poro y estaban determinados de forma critica por dos aminoacidos cargados positivamente
(R228 y R260 en la secuencia de Kir2.1). Estos sitios estaban, por supuesto, conservados en
canales Kir2.2 y Kir2.3. Es importante resefiar que se habia descrito previamente que la
neutralizacion de la carga R228 disminuye la afinidad del canal Kir2.1 por el PIP,, por lo que
se consider6d que dicho residuo formaba parte del “bolsillo de unioén del PIP,” (Lopes y cols.,
2002). Datos estructurales recientes y nuestros propios resultados, apuntan a que el
mecanismo por el cual la desaparicion de la carga positiva disminuye la afinidad por el PIP;
no es porque el PIP, se una directamente a dicho residuo (ver mas adelante).

Los resultados de “docking ciego” sugieren que al canal se pueden unir hasta cuatro
moléculas de propafenona en su forma catioénica (la propafenona es una base débil con un
pKa=9, que a pH fisiologico predomina en su forma catidnica) por lo que con su unién
disminuyen la “carga neta negativa” del dominio citoplasmatico del canal (Figura 37). De
acuerdo con lo descrito mediante difraccion con rayos X (Pegan y cols., 2005; Tao y cols.,

2009) el poro citoplasmatico esta fuera del campo eléctrico transmembrana. Por tanto, una

163



DISCUSION
carga neta negativa en esta parte de la proteina es critica para acumular tanto el K™ como las
poliaminas. Esta acumulacion en la cara intracelular facilita su entrada en el poro
transmembrana con la despolarizacion (Pegan y cols., 2005; Kurata y cols., 2007; Tao y cols.,
2009). Por tanto, la presencia de cargas negativas en el poro citoplasmatico es necesaria para
mantener la conductancia y la rectificacion (Xie y cols., 2002; Yeh y cols., 2005; Fujiwara y
Kubo, 2006; Chang y cols., 2007). Se ha demostrado ampliamente que la carga negativa
proporcionada por los residuos E224, E299, D255 y D259 determina la union de las
poliaminas a sus sitios de baja afinidad, y, por tanto, el grado de rectificacién (Pegan y cols.,
2005; Kurata y cols., 2007; Tao y cols., 2009). Los residuos E224 y E299, de las cuatro
subunidades (8 residuos en total), forman un anillo de carga negativa localizado en la parte
alta del poro citoplasmatico, mientras que el anillo creado por los residuos D259 queda por
debajo del formado por los residuos D255. A la vez, dos anillos superpuestos de cargas
positivas formados por los residuos R228 y R260 quedan en una posicién intermedia entre los
anillos formados por E224-E229 y D259 (Pegan y cols., 2005). Mas atn, el potencial
electrostatico negativo alrededor del residuo E224 en el poro citoplasmatico es indispensable
para garantizar una conductancia continua y alta de los canales Kir2.1 (Fujiwara y cols., 2006).
De hecho, se ha demostrado que la neutralizacion de la carga en la posicion 224 y/o el
aumento del nimero de cargas positivas en esta region, da lugar a canales que presentan baja
conductancia y fluctuaciones en el estado abierto (Yeh y cols., 2005; Fujiwara y cols., 2006;
Chang y cols., 2007). En estas condiciones, los subestados de conductancia aparecen como
consecuencia del colapso de las interacciones ion-ion y consecuencia, a su vez, de la falta de
coordinacion de iones K" en el filtro de selectividad (Lu y cols., 2001). Al no estar saturados
todos los sitios de coordinacion con el K" en el filtro de selectividad el canal fluctia entre un
estado de alta conductancia, cuando el filtro estd ocupado, y otro de baja conductancia
(subestado), cuando en el filtro no todos los sitios estan ocupados por el K (Lu y cols., 2001).
De acuerdo con este modelo, la incorporaciéon de moléculas de propafenona cargadas
positivamente a la altura de los anillos formados por R228 y R260, disminuira la
concentracién de K en el poro, lo cual, por su parte, hard que el aporte de K hacia el poro
transmembrana disminuya, evitando la completa coordinaciéon de iones K' con el filtro de
selectividad. Esto, explicaria la aparicion de subestados de conductancia observados en
presencia de propafenona. Mas aun, también explicaria el aumento de bloqueo observado al

disminuir la salida de K" a través del canal producido disminuyendo la [K];.

164



DISCUSION

=

K K

Figura 37. Representacion esquematica del mecanismo propuesto para bloqueo de los canales Kir2.x por
propafenona. Se observa como la presencia de la propafenona cerca del poro citoplasmatico disminuye la
concentracion de iones K y poliaminas en el poro, y la afinidad del canal por el PIP,. SF: Filtro de selectividad.
PA': poliamina. Pr': propafenona. [Adaptada de Amorés y cols., 2013]

La disminucién del potencial electrostatico negativo en, y alrededor del residuo E224,
producido por la unién de propafenona también disminuiria la concentracion de poliaminas en
el poro. Esto daria lugar a dos efectos simultdneamente (Figura 37). En primer lugar,
disminuird la intensidad de la rectificacion (Hibino y cols., 2010), explicando por qué en
presencia de propafenona la corriente de salida a potenciales de membrana positivos la Ex es
pequefia y practicamente una funcion lineal del voltaje. Es decir, en presencia de propafenona
el canal no rectifica. En segundo lugar, disminuiria la afinidad del canal por el PIP,, lo que
explicaria por qué las maniobras experimentales que disminuyen la biodisponibilidad del PIP,

o el grado de interaccion PIP,-canal aumentaban la potencia de bloqueo de la propafenona.

4. Conclusiones.

En la presente Tesis Doctoral hemos estudiado los efectos de flecainida y propafenona,
dos antiarritmicos del grupo Ic, sobre los canales Kir2.x que generan la corriente /x; humana.
Los resultados demuestran que la flecainida, a concentraciones terapéuticas, aumenta la
corriente ventricular sin modificar la auricular lo cual podria contribuir a sus efectos
proarritmicos. La selectividad de los efectos de la flecainida se debe a que se une a un residuo
(Cys311) solo presente en los canales Kir2.1 (ventriculares) pero no en los Kir2.2 o Kir2.3.
La unién de la flecainida disminuye la rectificacion de la corriente aumentando la salida de K.

La propafenona por su parte, bloquea a concentraciones supra-terapéuticas los canales
Kir2.x siendo mas potente para bloquear los Kir2.3 (auriculares) que los Kir2.1 (auriculares).
La propafenona se incorpora a sitios especificos de union en el poro citoplasmatico
disminuyendo la carga neta negativa percibida por los iones K' y las poliaminas lo cual
promueve la apariciéon de estados subconductores y disminuye la afinidad del canal por el

PIP:.
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El mecanismo responsable del aumento y el bloqueo producido por la flecainida y la
propafenona, respectivamente, es inédito, lo que le da un gran valor conceptual y permitird
avanzar en el conocimiento de la farmacologia de los canales Kir2.x, conocimiento que hasta

la fecha esta en un estado de desarrollo muy incipiente.
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CONCLUSIONES

En la presente Tesis Doctoral hemos analizado los efectos de la flecainida y la
propafenona sobre los canales Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3 expresados en células CHO y sobre la
corriente nativa /x; registrada en miocitos auriculares humanos y en miocitos ventriculares de
cobayo. Ademas hemos realizado modelados moleculares para predecir los sitios de union
mas probables de éstos farmacos a la familia de canales Kir2.x, y comprobado la implicacion
de los mismos en los efectos observados mediante mutagénesis dirigidas. De los resultados

obtenidos se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1) La flecainida, un farmaco antiarritmico del grupo Ic, a concentraciones plasmaticas
terapéuticas, aumenta la /x; generada por homotetrameros de canales Kir2.1 pero no modifica
la generada por homo o heterotetrameros en los que participan los canales Kir2.2 y Kir2.3. En
consecuencia, la flecainida no modifica la /x; auricular pero si aumenta la /x; ventricular en el

corazdn de cobayo. Mas atn, la flecainida tampoco modifica la /x; auricular humana.

2) El aumento de la corriente Ikir.; se produce como consecuencia de la union de la
flecainida mediante puente de hidrégeno a la Cys311 localizada en la banda BI del dominio

citoplasmatico del canal.

3) La union de la flecainida a su sitio receptor disminuye de forma alostérica la afinidad
del canal por las poliaminas intracelulares, lo que disminuye la rectificacién interna de la

corriente, aumentando la salida de K™ a potenciales positivos al Ex.

4) La unidn de la flecainida aumenta la afinidad del canal por el PIP; con lo que aumenta

la P, del canal a todos los potenciales de membrana.

5) La union de la flecainida al residuo Cys311 aumenta la expresion de canales Kir2.1
nativos y mutados en la membrana citoplasmatica lo que aumenta la densidad de la corriente

generada en el caso de que éstos sean funcionales.

6) La propafenona, un farmaco antiarritmico del grupo Ic, a concentraciones supra-
terapéuticas inhibe la /x; generada por homo- y heterotetrameros de canales Kir2.x, siendo los
canales mas sensibles los Kir2.3, seguidos de los Kir2.2, y por ultimo los Kir2.1. La
sensibilidad de la /x; auricular humana es muy similar a la de la /i3, lo que confirma el

importante papel de los canales Kir2.3 en esta corriente cardiaca.
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7) La union de la propafenona a los canales Kir2.x disminuye su afinidad por el PIP,. Este
efecto justifica que cuanto menor es la afinidad del canal Kir2.x por el PIP, mayor sea su

sensibilidad a la propafenona.

8) La propafenona disminuye también la afinidad del canal por las poliaminas

intracelulares lo que hace desaparecer la rectificacion interna de la corriente.

9) La propafenona se une a las Arg228 y Arg260 (en canales Kir2.1) disminuyendo la
carga neta negativa del poro citoplasmatico. Esto, a su vez, disminuye la concentraciéon de K"

y poliaminas en el poro conductor.
10) La disminucion de la concentracion de K provoca el colapso de las interacciones ion-
ion, impidiendo la coordinacion del K con el filtro de selectividad lo que, a su vez, da lugar a

la aparicion de estados subconductores.

11) La disminucion de la concentracion de poliaminas a nivel del poro conductor, abole la

rectificacion interna y disminuye la afinidad del canal por el PIP,.
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